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RESUMO
Objetivo: Avaliar os efeitos morfoldgicos do tratamento com fenobarbital, sobre a neoformagio éssea e sobre a biomecanica 6ssea do osso
de ratos Wistar. Métodos: Foram utilizados dez ratos divididos em dois grupos: controle (CT) e fenobarbital (FE). O grupo FE recebeu doses
didtias de fenobatbital 0,035 ml/kg via intramuscular, por 60 dias. O grupo CT recebeu a mesma dose ¢ via de administragio de solugio
fisiolégica 0,9%. Apos 30 dias, foi realizada uma falha éssea no osso parietal e implantada a hidroxiapatita porosa (HAP) em cavidades nas
tibias. Apés as cirurgias, manteve os respectivos protocolos até completar 60 dias e serem eutanasiados, sendo os ossos coletados.Resultados:
O volume de osso formado ao redor HAP na falha parietal e os achados biomecanicos foram menores nos animais do grupo FE em relagio ao
CT. Conclusdo: O uso prolongado do fenobarbital interfere no reparo ésseo ap6s lesoes, diminui a osseointegragio de implantes de HAP e
torna os 0ssos menos resistentes.
Descritores: Durapatita; Osseointegragio; Osteogénese; Fenobarbital/efeitos adversos; Osso e ossos/efeitos de drogas

ABSTRACT

Obijective: To evaluate the morphological effects of phenobarbital treatment on new bone formation and on bone marrow biomechanics in
Wistar rats. Methods: We used ten rats that were divided into two groups: control (CT) and phenobarbital (FE). The FE group received
daily doses of phenobarbital 0.035 ml / kg intramuscularly for 60 days. The CT group received the same dose and route of administration of
0.9% saline solution. After 30 days, we introduced a bone defect in the parietal bone and implanted porous hydroxyapatite (HAP) in cavities
in the tibia. After surgery, we continued the protocols until the end of 60 days when the rats were euthanized, and the bones were collected.
Results: The volume of bone formed around HAP in parietal defect and biomechanical findings were lower in animals receiving FE
compared to CT. Conclusion: Prolonged use of phenobarbital interferes with bone repair after injury, decreasing the osseointegration of
HAP implants and making bones less resistant.

Keywords: Durapatite; Osseointegration; Ostecogenesis; Phenobarbital/adverse effects; Bone and bones/drug effects

RESUMEN

Objetivo: Evaluar los efectos morfolégicos del tratamiento con fenobarbital, sobre la neoformaciéon ésea y sobre la biomecanica ésea del
hueso de ratas Wistar. Métodos: Fueron utilizadas diez ratas divididas en dos grupos: control (CT) y fenobarbital (FE). El grupo FE recibié
dosis diarias de fenobarbital 0,035 ml/kg via intramuscular, por 60 dias. El grupo CT recibi6 la misma dosis y via de administracion de
solucién fisiolégica 0,9%. Después de 30 dias, se realizé una falla 6sea en el hueso parietal e implanté la hidroxiapatita porosa (HAP) en
cavidades en las tibias. Después de las cirugfas, se mantuvo los respectivos protocolos hasta completar 60 dias y de ser eutanasiados, siendo
recolectados los huesos. Resultados: El volumen de hueso formado alrededor HAP en la falla parietal y los hallazgos biomecanicos fueron
menores en los animales del grupo FE en relacién al CT. Conclusién: El uso prolongado del fenobarbital interfiere en la reparacion ésea
después de lesiones, disminuye la 6seointegracién de implantes de HAP y vuelve a los huesos menos resistentes.

Descriptores: Durapatita; Oseointegracion; Osteogenésis; Fenobarbital/efectos adversos; Huesos/efectos de drogas
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Elfeitos do fenobarbital sobre o reparo e a biomecinica de ossos em ratos Wistar

INTRODUCAO

Observacoes clinicas e experimentais destacam a a¢do
nociva dos anticonvulsivantes sobre o tecido 6sseo, bem
como sobre o reparo deste. Adultos e criancas tratadas
com anticonvulsivantes por tempo prolongado apresentam
diminui¢io da densidade mineral dssea e reducdo do
volume 6sseo trabecular™, ocasionando osteoporose® ,
ou até mesmo manifestacOes mais severas, como a
osteopenia e osteomalacia®. Aumenta os tiscos de fraturas
Osseas e dificulta o teparo dsseo pds-lesio®@. Autores de
estudos realizados® concluiram que os anticonvulsivantes
alteram a homeostasia do calcio, sendo necessirio o
monitoramento do sistema esquelético de pacientes
submetidos a terapia prolongada com esse medicamento.

Autores® estudaram os efeitos do fenobarbital
sobre a calcificagdo do disco epifisario do radio de
ratos jovens, observando calcificagdo fraca e irregular
nas extremidades distal do radio.

A avaliagdo dos efeitos nocivos que o uso prolongado
do Fenobarbital pode apresentar sobre o tecido dsseo
torna-se importante quando considerada a difusio desse
medicamento no tratamento da epilepsia, mesmo frente
ao desenvolvimento de novas drogas, por se tratar de um
medicamento completo, efetivo e de baixo custo,
tornando-se, assim, de enorme valia a maior compreensio
de como essa medicacio pode afetar o tecido 6sseo de
seus usudrios. Esse conhecimento é importante para a
implementagdo da assisténcia de enfermagem, podendo
orientar a tomada de medidas preventivas que amenizem
possiveis aumentos de tais efeitos, como otrientacbes de
dietas adequadas que favorecam o consumo de calcio,
amenizando possiveis alteragSes na homeostasia do calcio
acarretada pelo uso desta medicacio e medidas de
prevencdo de quedas pela menor resisténcia ssea,
consequéncia também de seu uso.

Perante o exposto, o presente estudo teve por objetivo
investigar os efeitos morfolégicos do tratamento
prolongado com fenobarbital, sobre a neoformacgao dssea
e sobre a biomecanica 6ssea do osso de ratos Wistar.

METODOS

Protocolo Animal - Apés aprovagio pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade José do Rosario
Vellano (UNIFENAS), Protocolo n® 22A /2009, realizou-
se este estudo no Laboratério de Fitofarmacos da
UNIFENAS, respeitando-se a Legislacdo Brasileira de
Animais de Experimentacio, regulamentada pela Lei
Federal n.° 6.638/79. Foram utilizados dez ratos ma-
chos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar, com 30
dias de vida, pesando 85%2g. Os animais foram
encaminhados ao Laboratério de fitofarmacos,
tratados com agua e ragdo ad /ibitum e mantidos com
controle de temperatura a 25°C e 12h no ciclo claro/
escuro, em caixas de polipropileno adequadas a sua
manutencio. Os dez animais foram divididos em dois
grupos experimentais (n=5): grupo CT (Controle) e
grupo FE (Fenobarbital). Os animais do grupo FE
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receberam doses diarias de fenobarbital 0.035 ml/kg de
peso do animal, administrado por via intramuscular (IM),
por um petiodo de 60 dias. O grupo CT recebeu a mesma
dose e via de administragao de solugio fisiologica 0,9%,
mantendo o mesmo padrio de estresse entre 0s grupos.

Semanalmente, a pesagem dos animais e a
mensura¢io do consumo sélido e liquido para calcular
a ingestdo calérica média foram realizadas.

Procedimento Cirdrgico - Os animais foram
anestesiados com solugio 1:1 de quetamina (Francotar®)
e cloridrato de xilazina (Virbaxyl® 2%) na dose de 0,10
ml/100g IM, ap6s 30 dias de administracio do
fenobarbital e da solucio fisiolégica 0,9%. Tricotomia e
incisao longitudinal na pele da calota craniana e da perna
direita foram realizadas. O periésteo foi afastado,
expondo a cortical 6ssea. No osso parietal direito, foi
produzida uma cavidade de 5 mm com auxilio de um
Punch trepano®. Essa falha foi mantida aberta para
verificagdo do osso neoformado ao término dos 30 dias
de experimento. Na epifise proximal da tibia direita, foi
realizada outra falha de 3 mm e implantada a bioceramica
Hidroxiapatita Porosa (HAP). O peridsteo no parietal e
na tibia foi reposicionado por meio da sutura de suas
bordas com fio de seda 8.0, e a pele foi suturada com
fio de algoddo 4.0. A bioceramica HAP foi produzida
pelo Instituto de Quimica da Unicamp, apresentando 3
mm de didmetro e 3 mm de comprimento. Todos os
animais foram tratados com analgésico (dipirona sodica
500 mg/mL) adicionado a agua (ad libitum) na dose de
875 mg/kg, por 48 horas. Ap6s 24 horas da cirurgia,
os animais deambulavam sem limitagoes significantes.
Ao completar 60 dias de experimento, os animais
sofreram eutanisia por meio de overdose anestésica,
por via intraperitoneal (IP), utilizando-se xilazina/
ketamina (Francotar®, Virbaxyl® 2%) na concentracio
de 6 - 40 mg/kg, respectivamente.

Processamento Histomorfométrico - O osso parietal
direito e a tibia direita depois de coletados foram fixados
em formalina tamponada a 10% por 48 horas e
descalcificados em solucido de acido férmico, formol e
citrato de sédio durante 15 dias. Em seguida, os ossos
foram reduzidos e incluidos em parafina para cortes
histolégicos. Foram realizados cortes transversais
semisseriados com 6 micrémetros de espessura,
depositados em laminas. Em seguida, foram corados com
hematoxilina/eosina (HE) para anélise motfologica®.

O volume de osso neoformado foi obtido com o
auxilio de um reticulo quadrilatero de 100 pontos
acoplado a ocular do microscépio. Apds a contagem
dos pontos, foi utilizada a f6rmula Vv = Pp/Pt (%),
onde V= densidade de volume ou volume relativo; P,
= quantidade de pontos sobre o osso neoformado; P, =
numero total de pontos do sistema”.

Teste mecanico dos fémures - Para a realizacio
do teste mecinico, os fémures esquerdos dos animais
foram coletados, limpos e acondicionados em gaze
embebida em solucio fisiologica (0,9%) e armazenados
em freezer (-20° C) até o dia anterior ao ensaio. Os
fémures foram submetidos a teste mecdnico de
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resisténcia no Laboratério de Propriedades
Mecanicas da Faculdade de Engenharia Mecanica da
UNICAMP. O ensaio mecanico foi realizado em um
moédulo de flexdo de trés pontos, MTS TestStar 11,
utilizando um célula de carga de 100 Kgf, a uma
velocidade de 1.3 mm/min. A distancia entre as duas
extremidades 6sseas foi de 50 mm, e, para se obter o
valor da resisténcia, uma carga foi aplicada no terco
médio do osso (didfise) por meio de uma ponta,
acoplada a uma maquina de ensaio universal®. A forca
maxima necessaria para a ruptura completa dos
fémures foi obtida, ap6s uma célula de carga registrada
pelo Médulo de Flexao MTS em Newton (N).

Analise Estatistica - O consumo diario de ragao e
do liquido por animal em cada grupo foram calculados
por meio da obten¢io da média e do desvio-padriao
de cada um deles. O percentual de ganho de massa
corporal dos animais de cada grupo foi verificado por
intermédio da aplicagdao do teste T de Stundent, para
uma melhor comparagio entre os grupos. A técnica de
Anova (Analise de Varidncia) foi utilizada para andlise
morfométrica macroscopica e microscoépica. A
comparacio entre os grupos foi realizada como o auxilio
do Teste Tukey-Kramer, programa Instat for Windows,
comparando as médias obtidas.

RESULTADOS

O consumo liquido e sélido foi satisfatério entre os
grupos, porém os animais do grupo FE apresentaram
menor ingesta sélida, quando comparados com os animais
dos grupos CT' (Tabela 1). Durante o experimento, todos
os animais ganharam peso (Tabela 1).

Os resultados morfométricos demonstraram que
os animais do grupo FE apresentaram menor vol-
ume de osso neoformado ao redor dos implantes de
HAP em relacio ao grupo CT (Figura 1 e Tabela 1).
Na falha 6ssea realizada no osso parietal, também
foi observado menor volume de osso neoformado
nos animais do grupo FE (Figura 2 e Tabela 1).
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Tabela 1 - Valores da média e desvio padrao do ganho
de peso (“P) semanal, do consumo liquido e sélido
diario, do volume de osso neoformado ao redor do
implante de HAP nas tibias (ON-T), do reparo da falha
do osso parietal (ON-P), da forca maxima (FMax), do
deslocamento maximo (DMax) e da rigidez (Rig) dos
ossos dos animais do grupo CT e FE

Variaveis analisad as CT FE

N 05 05

AP (o) 287,00£2,10a  286,00%1,00a
Liquida (mL) 41,00£0,700  4100%0,302
Sélida (g) 5302%1,002  49,00x 0,60
ON-T (%) 3700%3,70=  25,00£0,50>
ON-P (%) 3720%3,70= 25,00£0,500
FMaix (N) 119,0£207a 84,0=5,100
DMix (mm) 37,20 3702 25,000,500
Rig N/mm) 119,0£2072 96,00 3,10P

'p<0,005 comparado com CT. Dados expressos em
médiatdesvio-padrio, letras iguais sem diferenca estatistica.

Na regidao onde foi implantada a HAP, nio foram
observadas ulceragdes ou complicagdes no processo de
cicatrizacio da pele dos animais do grupo CT e FE.
Em todos os animais, nio se evidenciou processo
inflamatério e/ou infeccioso no local de implantag¢io
da HAP. Aparentemente, a HAP manteve-se no intetior
da cavidade Ossea, sem a ocorréncia de migracio de
granulos para outros locais fora da area de implantacio.
Os cortes histolégicos do sitio de implantacio de HAP
nas tibias dos animais do grupo FE demonstraram osso
neoformado ao redor do implante, porém a reparagao
Ossea caracterizou-se por uma grande quantidade de
osso imaturo que facilmente se distinguia das demais
areas da tibia (Tabela 1 e Figura 1). A falha do osso
parietal dos animais do grupo CT foi praticamente
reparada, diferentemente da achada no grupo FE, que
ainda exibia atividade osteogenia e nitida distancia entre
as bordas da falha 6ssea (Tabela 1 e Figura 2).

DISCUSSAO

Figura 1 - Fotomicrografia de corte transversal da tibia do grupo CT e FE. Comparac¢iao do osso neoformado

(ON) ao redor do implante de HAP (¥).
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Figura 2 - Fotomicrografia frontal do osso parietal exibindo menor neoformacio na falha 6ssea dos animais do
grupo FE em comparacdo com os do grupo CT. (HE 40X).

O presente estudo demonstrou que todos os
animais, ao longo do experimento, ganharam peso.
O uso cronico do fenobarbital ndao inferiu no
consumo liquido dos animais, quando comparado
ao grupo controle. Entretanto, diminuiu a
quantidade da dieta sélida ingerida pelo grupo FE,
quando comparado com o grupo CT.

Para autores"), os experimentos envolvendo o uso
prolongado de drogas necessita de uma atencio especial
referente ao estado nutricional dos animais, pois as
variagdes no consumo de dieta sélida e liquida podem
provocar modificagSes nas respostas biologicas dos animais
em experimentacio. O consumo de ingesta liquida e solida,
preconizada para manter o estado nutricional adequado
dos ratos e evitar a desnutticao e a desidratagao, é de 15 a
80 ml de dgua e de 25g de ragio ao dia’*"’. Nossos
resultados mostraram que as alteragGes sseas observadas
no grupo FE néo foram decorrentes da desnutrigio proteica
ou desidratagdo, pois todos os animais dos grupos
estudados ganharam peso durante o experimento, ¢ a
ingestdo solida e liquida permaneceu dentro dos padroes
preconizados. As diferencas encontradas na neoformacio
6ssea ao redor do implante na tibia, no reparo da falha
Ossea no patietal direito e na propriedade estrutural Ossea
(forca maxima) entre os grupos, devem-se aos efeitos do
uso cronico do fenobarbital, nio sendo decorrentes de
um quadro de desnutrigdo.

Estudos demonstram que o uso de agentes

anticonvulsivantes afeta o tecido Osseo, dificultando os
processos de reparo e de remodelamento 6sseo?.
Autores?”, por exemplo, realizaram um estudo clinico
com 71 pacientes, 42 adultos e 29 crian¢as/adolescentes,
sendo todos usudrios de anticonvulsivantes por no
minimo trés meses. Avaliaram a densidade mineral
6ssea (DMO) e os niveis séricos de 25 hidroxi-vitamina
D (25-OHD). Concluiram, pois, que grande parte da
amostra estudada apresentava histérico de uso de
fenobarbital e que, entre o grupo, 50% apresentavam
alteracbes na DMO e nos niveis da 25-OHD. No
entanto, sao escassos os estudos que associam o uso do
fenobarbital com a osseointegracdo de implantes de
HAP com a biomecanica 6ssea.

No presente estudo, a analise histomorfométrica
demonstrou que, no sitio de implantacio da HAP, nio
foram observados sinais de rejei¢io, presenca de resposta
inflamatéria cronica ou formacgio de camada de tecido
fibroso entre o osso neoformado e a hidroxiapatita.
Nos dois grupos (CT e FE), o osso neoformado
encontrou-se em contato direto com os blocos de HAP,
estando o osso neoformado no grupo CT maturo e,
no grupo FE, variando em partes maturas e imaturas. A
alteracao mais importante observada referiu-se a0 menor
volume de osso encontrado ao redor dos implantes de
HAP nos animais do grupo FE, quando comparados
aos do grupo CT. Na falha 6ssea, os achados foram
semelhantes, sem sinais patologicos e com o volume
neoformado no grupo FE inferior ao do grupo CT.
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Estudos clinicos e expetimentais demonstram que os
anticonvulsivantes causam alteracdes no metabolismo da
vitamina D e, consequentemente, no osso*'9. A
diminui¢do da vitamina D, hipovitaminose D, acarreta
inumeras alteragoes no metabolismo 6sseo, uma vez que
a vitamina D auxilia na manutencio da massa dssea?,
mobiliza calcio do osso para a circulagio, participa da
maturagdo de coligeno® e estimula a formacio de
osteocalcina, osteopantina e fosfatase alcalina"”. Entre os
anticonvulsivantes que interferem no metabolismo da
vitamina D, destaca-se o fenobarbital. Essa interferéncia
baseia-se na inibicio da enzima fosfatase alcalina e na
diminuicdo da quantidade disponivel do mineral para a
formacio 6ssea®. O volume de osso observado na falha
no parietal direito foi menor nos animais do grupo FE,
demonstrando uma diminuicio da osteogénese.

Segundo autores®, o risco de osteoporose e
osteopenia é aumentado em adultos usuarios de
fenobarbital, uma vez que o medicamento altera o
metabolismo 6sseo e diminui a densidade mineral
6ssea, propiciando fraturas dsseas. Os pardmetros
analisados na biomecanica sdo significativos, pois
ajudam a caracterizar um elemento biolégico que tem
grande importancia na absorcio, na transmissao e na
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