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A Onda A 

AMPc Nucleotídeo produzido a partir do ATP pela ação da 
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AR 0,3 Grupo com 0,3 mg de ATRA/kg de dieta 
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ASC Área seccional dos cardiomiócitos 

ATP Trifosfato de Adenosina 

ATRA C todo-trans-ácido retinóico no coração 

ATRA F todo-trans-ácido retinóico no fígado 

ATRA todo-trans-ácido retinóico 

13 - cis - AR 13- cis-ácido retinóico 

9 - cis - AR 9-cis - ácido retinóico 

C Colágeno 

C Grupo Controle 

CLAE Cromatografia líquida de alta eficiência 

CS Citrato Sintase 

CT Colesterol Total 
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DAE Diâmetro do Átrio Esquerdo 

DAO Diâmetro da artéria aorta 

DC Débito cardíaco 

DDVE Diâmetro diastólico do ventrículo esquerdo 

DSVE Diâmetro sistólico do ventrículo esquerdo 

E/A Relação onda E onda A 

E Onda E 

EDTA Etileno diamino ácido tetraacético 

ENC Encurtamento sistólico 

EPVE/DDVE Relação entre espessura posterior da parede do ventrículo 

esquerdo e seu diâmetro diastólico 
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OHADH �-hidroxiacil coenzima A desidrogenase 

PC Peso corporal�

PPARα: Receptor de proliferador de peroxissoma do tipo α 

PVD Peso do ventrículo direito 

PVE Peso do ventrículo esquerdo 
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2,4,6,8-nonatrenanóico 

VD Ventrículo direito 

VE Ventrículo esquerdo 

Vit A t C Vitamina A total no coração 
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Devido à escassez de trabalhos sobre a influência do 

todo-trans-ácido retinóico (ATRA) no coração de ratos normais, foi 

realizado experimento com ratos jovens adultos, que receberam 

diferentes doses de ATRA. O objetivo deste estudo foi verificar se as 

alterações causadas pelo ATRA no coração dos ratos, são fisiológicas ou 

patológicas e se apresentam relação dose-dependente.  

Para este estudo, foram utilizados 72 ratos Wistar, 

distribuídos em 4 grupos: 1) grupo com 18 animais que receberam a dieta 

sem ATRA (controle), 2) grupo com 18 animais que receberam 0,3 mg de 

ATRA / kg de dieta/dia (AR 0,3), 3) grupo com 18 animais que receberam 

10 mg de ATRA /kg de dieta/dia (AR 10), 4) grupo com 18 animais que 

receberam 50 mg de ATRA /kg de dieta/dia (AR 50). 

Após 4 semanas de tratamento, os animais foram 

avaliados  pelo ecocardiograma e após eutanásia, as amostras de 

sangue, do fígado e do coração, foram coletadas. As amostras dos 

ventrículos esquerdos (VE) foram separadas para a avaliação do teor de 

água, da hipertrofia, da fibrose, da conexina 43, das enzimas do 

metabolismo energético cardíaco e para a realização das dosagens de 

vitamina A total e ATRA. No fígado, foram feitas as dosagens da vitamina 

A total e do ATRA. No sangue, foram realizadas as quantificações de 

retinol, triglicerídeos e colesterol total.  
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Neste trabalho, foi observado, por meio do 

ecocardiograma, que os animais que receberam 50 mg de ATRA 

apresentaram hipertrofia cardíaca caracterizada pelo aumento 

proporcional entre a espessura da parede do ventrículo esquerdo e o 

diâmetro da sua cavidade (EPVE/DDVE), sem o aparecimento de fibrose. 

A função sistólica melhorou e a função diastólica permaneceu normal. O 

teste de tendência linear mostrou aumento gradual nas seguintes 

variáveis: diâmetro do átrio esquerdo (DAE), diâmetro diastólico do 

ventrículo esquerdo (DDVE), diâmetro sistólico do ventrículo esquerdo 

(DSVE), EPVE/DDVE, índice de massa do ventrículo esquerdo (IMVE), 

débito cardíaco (DC), índice cardíaco (IC), velocidade na aorta (VAO) e 

associação entre essas variáveis e as doses de ATRA, mostrando que o 

efeito do ATRA no coração foi dose-dependente. 

Nos ratos que receberam a dose fisiológica de ATRA, os 

níveis da vitamina A total no fígado e coração foram mais altos do que nos 

animais do grupo controle; enquanto, que a concentração de ATRA no 

fígado e no coração foi dose-dependente.  

Em relação à conexina 43, não foram observadas 

alterações na intensidade e na localização dessa proteína, no grupo 

suplementado com a maior dose de ATRA; mas, houve associação 

negativa entre intensidade da conexina 43 e dose de ATRA. Em relação 

às enzimas do metabolismo energético cardíaco, observou-se que não 

houve alterações na �-hidroxiacilcoenzima A desidrogenase e na lactato 
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desidrogenase, mostrando que a via da �-oxidação e a via glicolítica 

estavam preservadas nos animais que receberam ATRA. 

A partir desses resultados, pode-se inferir que o ATRA 

causou remodelação cardíaca com alterações mais compatíveis com 

resposta fisiológica e que seus efeitos no coração foram dose-

dependentes.  
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xvi 

 
In the current medical bibliography there are only a few 

papers concerning the influence of all-trans-retinoic acid (ATRA) on the 

hearts of normal rats. To supply this lack was carried out a study with 

young adult rats, that received different doses of ATRA. The aim of this 

work was to evaluate if the cardiac alterations caused by ATRA are 

physiological or pathological and if these alterations are dose-dependent. 

In this research were used 72 Wistar rats allocated in 4 

groups: 1) group with 18 animals that received a diet without ATRA 

(control), 2) group with animals that received 0,3mg of ATRA/ kg of the 

diet (RA 0,3), 3) group with animals that received 10mg of ATRA/ kg of the 

diet (RA 10) and 4) group with animals that received 50 mg of ATRA/ kg of  

the diet (RA 50).  

After 4 weeks, the animals were evaluated by 

echocardiography exam and in the next day, the rats were euthanasiated 

and  the samples of blood, liver and heart were collected. The left ventricle 

(LV) samples were separated for evaluation of water content, hypertrophy, 

fibrosis, connexin 43, enzymes of energetic metabolism and for dosages 

of total vitamin A and ATRA. In the livers were determined the total vitamin 

A and ATRA and in the blood were carried out the dosages of the retinol, 

triglycerides and total cholesterol.  

In was observed ,by echocardiogram, that the animals 

which received 50mg of ATRA presented cardiac hypertrophy with 
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proportional increase in the wall thickness of the left ventricle in relation to 

its diameter (LVWT/LVDD), but it was observed fibrosis. The systolic 

function increased and diastolic function was normal. In relation to the 

trend test was observed gradual increase in the left atrium diameter (LAD), 

left ventricle diastolic diameter (LVDD), left ventricle systolic diameter 

(LVDS), LVWT/LVDD, left ventricle mass index (LVMI), cardiac output 

(CO), cardiac index (CI), velocity in aorta (VAO) and association among 

these variables and dose of ATRA, showing that the effects of ATRA in the 

heart were dose-dependent. 

In the rats that received the physiologic dose of ATRA the 

levels of the total vitamin A in the liver and in the heart were higher than in 

the rats control. The dosages of ATRA showed that its concentration in the 

liver and in the heart of the animals was dose-dependent. 

In relation to connexin 43, was not observed alterations in 

the intensity and in the localization this protein in the group that received 

the highest dose of ATRA, but there was a negative association between 

intensity of connexin 43 and dose of ATRA. In relation to enzymes of 

cardiac energetic metabolism it was not observed any alteration in the �- 

hydroxyacilcoA dehydrogenase and in the lactate dehydrogenase, 

showing that the �-oxidation and the glycolitic via were preserved in the 

animals that received ATRA. 
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These results could bring on that the cardiac alterations 

caused by ATRA are more compatible with a physiologic response and its 

effects in the heart were dose-dependent.   
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O termo vitamina A engloba compostos alimentares 

lipossolúveis essenciais, que são estruturalmente relacionados com o 

retinol e que compartilham, ou não, de algumas de suas atividades. Esses 

compostos são o próprio retinol (álcool), o retinal (aldeído) e o ácido 

retinóico (ácido carboxílico) (Hofmann & Elchele, 1994; Ross & Zolfaghari, 

2004).  

No sistema cardiovascular, os efeitos do ácido retinóico 

são mediados pelo receptor do ácido retinóico (RAR) e o receptor 

rexinóide (RXR), ligantes da família dos fatores de transcrição gênica que, 

quando são ativados alteram a síntese protéica (Chambon, 1996; Bastien 

& Rochette-Egly, 2004; Schug et al., 2007; Pan & Baker, 2007).  

As principais proteínas moduladas pelo ácido retinóico no 

sistema cardiovascular estão relacionadas com a contratilidade cardíaca 

(miosina de cadeia pesada - α, α-actina), matriz extracelular (colagenase), 

metabolismo energético cardíaco (acilcoA desidrogenase) e condutividade 

elétrica (conexina 43) (Smith & Dickman,1997; Nagpal & Chandraratna, 

1998).  

A estrutura química do ácido retinóico existe na forma 

trans como todo-trans-ácido retinóico (ATRA) e nas formas cis como 9 - 

cis - ácido - retinóico ( 9 - cis -AR) e 13 - cis- ácido - retinóico (13 - cis - 

AR) e dentre esses isômeros, o ATRA é o mais estudado em termos de 

remodelação cardíaca. (Miano & Berk, 2000).    
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A remodelação cardíaca é caracterizada por variações 

celulares, intersticiais, moleculares cardíacas, que vão se manifestar 

clinicamente por alterações no tamanho, na massa, na geometria e na 

função do coração em resposta a um estímulo (Cohn et al., 2000).  

O processo de remodelação pode ocorrer em situações 

fisiológicas, tais como: o desenvolvimento normal do coração até a vida 

adulta, resposta ao exercício físico e à gravidez. Embora, esse termo seja 

mais utilizado para descrever alterações cardíacas patológicas (Cohn et 

al., 2000; Zornoff et al., 2002; Opie et al., 2006).  

Em geral, na remodelação cardíaca fisiológica, as 

alterações cardíacas são hipertrofia sem aparecimento de fibrose e a 

função cardíaca permanece normal ou aumentada, o coração metaboliza 

mais ácidos graxos que glicose e não há conhecimento sobre as 

alterações na quantidade e localização da proteína formadora das 

junções comunicantes no coração, a conexina 43 (McMullen & Jennings, 

2007; Kodde et al., 2007; Severs et al., 2008). Na remodelação cardíaca 

patológica, geralmente, as alterações cardíacas são hipertrofia com 

aparecimento de fibrose e a função cardíaca está diminuída, o coração 

metaboliza mais glicose que ácidos graxos e ocorre alteração na 

quantidade e localização da conexina 43 (Stanley et al., 2005; Saks et al., 

2006; Tansey et al., 2006; McMullen & Jennings, 2007; Fiavolá et al., 

2007). 
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Os trabalhos com ATRA, na maioria, são realizados no 

período embrionário ou em corações que sofreram algum tipo de 

agressão. Durante a cardiogênese, muitos trabalhos vêm mostrando que, 

tanto a deficiência como o excesso de ácido retinóico pode causar 

malformações cardiovasculares, desde anormalidades do arco aórtico até 

defeitos no septo interventricular e afilamento das paredes ventriculares 

(Wilson & Warkani, 1950; Dyson et al., 1995; Smith & Dickman,1997; 

Rychebusch et al., 2008).  

Alguns trabalhos mostraram que o ATRA na dose 

fisiológica inibiu a hipertrofia e a produção de colágeno em miócitos 

cardíacos, tratados com angiotensina II, em ratos durante o período 

embrionário (Wang et al., 2002a; He et al., 2006).  

Em estudo com ATRA, Nobakht et al. (2006) observaram 

que as doses de 40 e 60 mg de ATRA, administradas a camundongas, 

causaram malformações no coração dos embriões. Ainda no período 

embrionário, Ryckebusch et al. (2008) observaram que 65 mg de ATRA 

/kg de peso da rata/ dia, como a sua deficiência, causaram malformações 

cardíacas nos embriões. 

Os estudos com ATRA no período pós-embrionário são 

na maioria realizados em corações de ratos que sofreram algum tipo de 

agressão. Em ratos submetidos ao infarto agudo do miocárdio, Paiva et al. 

(2005) mostraram que a dose fisiológica de ATRA diminui a área do 

cardiomiócito e a porcentagem de colágeno. Em ratos espontaneamente 
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hipertensos, Lu et al. (2003) e Zhong et al. (2004) observaram que as 

doses de 5, 10 e 20mg de ATRA/kg do peso do animal, por dia, inibem 

hipertrofia de artérias intramiocárdicas e fibrose ventricular. Em trabalho 

recente, Choudhary et al. (2008) mostraram que a dose de 30mg de 

ATRA /kg de peso do rato/ dia, durante 5 meses, inibe a hipertrofia 

causada pela constrição da artéria aorta. 

 Em pesquisa anterior desenvolvida no laboratório, Paiva 

et al. (2003) mostraram pela primeira vez, que o ATRA, na dose 

fisiológica, causou remodelação no coração de ratos normais. As 

alterações cardíacas observadas foram hipertrofia do miocárdio sem 

acúmulo de colágeno, aumento proporcional do diâmetro da cavidade e 

manutenção da função sistólica. A partir desse trabalho, foi possível 

levantar as questões se o ATRA causa remodelação cardíaca fisiológica 

ou patológica no coração saudável de ratos e se esses efeitos podem 

estar relacionados com as doses (dose-dependente).  

Com a intenção de contribuir para o esclarecimento das 

questões levantadas no trabalho anterior, foi delineado um experimento 

com ratos jovens adultos que receberam diferentes doses de ATRA, para 

tentar elucidar se os efeitos do ATRA são fisiológicos ou patológicos e se 

esses efeitos são dose-dependentes. 
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O objetivo deste trabalho foi avaliar a influência de 

diferentes doses de ATRA no coração de ratos normais, para verificar se 

as alterações cardíacas causadas pelo ATRA são fisiológicas ou 

patológicas e se essas alterações são dose-dependentes. 
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3.1. Material 
  

3.1.1. Animais e Doses de ATRA 

 
 

O protocolo experimental do presente trabalho foi 

aprovado pela Comissão de Ética em Experimentação Animal da 

Faculdade de Medicina da Unesp/Botucatu (Protocolo nº 452). 

Os ratos utilizados neste trabalho foram provenientes do 

Biotério da Unicamp e acondicionados no Biotério do Centro de 

Pesquisas Experimentais do Departamento de Clínica Médica da Unesp 

em Botucatu. Os ratos ficaram durante o período experimental de 30 dias 

à temperatura de 25 ± 1°C, período claro/escuro de 12 horas, 

permanecendo cinco ratos por caixa, com livre acesso à água e à ração. 

A dieta AIN-93G foi escolhida para este experimento por 

ser preparada com a quantidade mínima de vitamina A (4000 UI), sem 

prejudicar o crescimento e o desenvolvimento dos animais. Além disso, a 

dieta AIN-93G é quimicamente definida e adequada para o crescimento 

dos roedores (Reeves et al., 1993). 

Neste trabalho, foram testadas três diferentes doses de 

ATRA (dose fisiológica e doses farmacológicas) no coração de ratos 

normais. A dose de 0,3 mg foi escolhida com base em trabalho anterior 

desenvolvido por Paiva et al. (2003), onde foi mostrado que essa dose 

promoveu remodelação cardíaca em ratos. A dose de 10 mg foi escolhida 
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a partir dos trabalhos de Lu et al. (2003) e Zhong et al. (2004), em que o 

ATRA causou efeitos benéficos no coração de ratos hipertensos. E a dose 

de 50 mg foi escolhida tendo-se como base os estudos de Nobakth et al. 

(2006). 

 
 
3.2. Métodos 
 

3.2.1. Delineamento Experimental  
 

 

Foram utilizados 72 ratos, Wistar, com peso inicial de 100 

g, alocados aleatoriamente em 4 grupos de 18 ratos: o grupo 1 recebeu a 

dieta sem suplementação com ATRA (controle); o grupo 2 recebeu 0,3 mg 

de ATRA /kg de dieta/dia (AR 0,3); o grupo 3 recebeu 10 mg de ATRA /kg 

de dieta/dia (AR 10) e o grupo 4 recebeu 50 mg de ATRA /kg de dieta/dia 

(AR 50). Após 4 semanas de tratamento, os animais foram avaliados  pelo 

ecocardiograma e após a eutanásia, as amostras de sangue, do fígado e 

do coração foram coletadas. Após a dissecação dos corações, cinco 

ventrículos esquerdos (VE) de cada grupo foram rapidamente lavados em 

soro fisiológico para a remoção de sangue. Em seguida, os VE foram 

seccionados transversalmente a 4 mm da ponta e um fragmento de 3 mm 

de espessura foi posto em solução de formol tamponado. Os fragmentos 

do VE ficaram nessa solução por 24 h, mais 24 h em água corrente e 

posteriormente colocados em álcool 70%. Em seguida, foram fixados com 
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parafina, em blocos, dos quais foram feitas as lâminas para a análise 

histológica, com cortes de 5 micrômetros de espessura. Os restantes dos 

ventrículos esquerdos foram seccionados em três fragmentos: um 

fragmento para análise do teor de água tecidual e os outros dois 

fragmentos foram congelados a -80ºC, para a posterior análise das 

enzimas do metabolismo energético cardíaco e para a determinação da 

vitamina A total e do ATRA. 

O sangue dos animais foi centrifugado a 10.000 rpm por 

10 minutos, para a obtenção do soro, que foi congelado a - 80ºC para 

posterior dosagem do retinol, triglicerídeos e colesterol total. E o fígado foi 

congelado a - 80ºC para posterior análise da vitamina A total e do ATRA. 

 

3.2.2. Avaliação do Peso Corporal e da Ingestão Alimentar  

 
 

As medidas do peso corporal e da ingestão alimentar 

foram aferidas semanalmente. Para a verificação da ingestão alimentar 

foram utilizados 20 ratos divididos em 4 caixas. A dieta foi pesada e 

oferecida aos animais e após 24h, a dieta que restou, foi novamente 

pesada. A diferença entre o peso da dieta oferecida e o peso da dieta 

restante, em 24 h, foi dividida pelo número de ratos por caixa e por dia. A 

partir desse valor da ingestão alimentar foi calculada a ingestão de ATRA/ 

dia. 
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3.2.3. Avaliação Morfológica e Funcional – Ecocardiograma 
 
 

Após 4 semanas recebendo ATRA na dieta, os animais 

foram submetidos ao ecocardiograma. O exame foi realizado por meio de 

Doppler-ecocardiografia transtorácica convencional, com equipamento 

Philips (HDI 5000), dotado de transdutor eletrônico setorial 

multifrequencial (7,5 a 12 MHz), sc1seguindo-se a padronização descrita 

na literatura (Sahn et al., 1978). 

Os animais foram anestesiados com cloridrato de 

cetamina (50 mg/kg) e cloridrato de xilidino (1mg/kg), via intramuscular, 

seguido de tricotomia na região anterior do tórax. Após esses 

procedimentos, os animais foram posicionados em decúbito dorsal para a 

realização do ecocardiograma.  

A imagem da cavidade ventricular esquerda foi obtida 

posicionando o cursor do modo-M, logo abaixo do plano da valva mitral, 

entre os músculos papilares. As imagens da aorta e do átrio esquerdo 

também foram obtidas na posição para-esternal eixo menor com cursor de 

modo-M passando pela valva aórtica. As medidas do diâmetro diastólico 

do ventrículo esquerdo (DDVE), diâmetro sistólico do ventrículo esquerdo 

(DSVE), espessura da parede posterior do ventrículo esquerdo (EPVE), 

diâmetro do átrio esquerdo (DAE) e diâmetro da aorta (DAO) foram 

realizadas por meio do cursor do próprio equipamento, durante o exame. 
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Três a cinco ciclos consecutivos foram utilizados para a realização das 

medidas, obtendo-se a média aritmética em seguida.  

Os fluxos diastólico transmitral e sistólico transvalvar 

aórtico foram obtidos com o transdutor colocado nas posições apicais 

quatro e cinco câmaras, permitindo as medidas da onda E, onda A e 

velocidade máxima na via de saída do ventrículo esquerdo. A frequência 

cardíaca (FC) foi estimada pelo tempo entre dois batimentos cardíacos 

consecutivos (Sahn et al., 1978). 

As outras variáveis foram derivadas das formulações que 

estão descritas a seguir: 

 
• EPVE / DDVE 

 
• MVE = {{[DDVE + (2 x EPVE)]3  - (DDVE) 3 } x 1,04} /1000, sendo MVE 

a massa do ventrículo esquerdo 

 
• IMVE = MVE/PC, sendo IMVE o índice de massa do ventrículo 

esquerdo e PC o peso corporal dos ratos 

 
• FE = (DDVE3 - DSVE3) / DDVE3, sendo FE a fração de ejeção do 

ventrículo esquerdo  

 
• %ENC = [(DDVE – DSVE) / DDVE] x 100, sendo %ENC a 

porcentagem de encurtamento do ventrículo esquerdo 
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• DC = (DDVE3 - DSVE3) x FC, sendo DC o débito cardíaco  

 
• IC = DC/PC, sendo IC o índice cardíaco e PC o peso corporal dos 

ratos. 

 

 

3.2.4. Avaliação Morfológica 

 

3.2.4.1. Pesagem e Teor de Água nos Tecidos 

 

As pesagens do ventrículo esquerdo (VE) e do ventrículo 

direito (VD) foram realizadas para posterior análise da relação do peso do 

VE e do VD em relação ao peso corporal dos animais. O teor de água foi 

avaliado no VE, VD e também nos átrios. 

 
 
3.2.4.2. Estudo da Área e do colágeno 

 

As lâminas previamente preparadas, com cortes de VE 

foram coradas com Hematoxilina & Eosina para análise da área seccional 

dos miócitos. Para o cálculo das áreas dos miócitos cardíacos foi utilizado 

a média das medidas das áreas de aproximadamente 70 cardiomiócitos 

por lâmina (Paiva et al., 2003).   
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A porcentagem de colágeno intersticial foi determinada 

nas lâminas coradas com Picrosirius Red. Essa coloração permitiu a 

diferenciação de estruturas que continham colágeno, coradas em 

vermelho, e as que não apresentavam colágeno, coradas em amarelo. 

Assim, pôde-se estabelecer a porcentagem de colágeno em relação à 

área total do campo para depois realizar a média de todos os campos 

(Doering et al., 1998 e Matsubara et al., 2000). As medidas das áreas dos 

miócitos e a porcentagem de colágeno foram feitas a partir de imagens 

obtidas com objetiva 40x, de uma câmera acoplada a microscópio Leica e 

posteriormente analisadas pelo software (Image-Pro-Plus 3.30, Media 

Cybernetics). 

 

 

3.2.4.3. Estudo da Conexina 43 
 
 

Primeiramente, as lâminas com os cortes histológicos 

foram desparafinizadas em 3 banhos de xilol, álcool e água. Em seguida, 

os cortes histológicos foram colocados em solução de ácido cítrico 0,01M 

com pH 6,0 e submetidos a ambiente de microondas, por 10 minutos, 

para recuperação antigênica. Após resfriamento de 20 minutos, as 

lâminas foram lavadas em solução de tampão fosfato de sódio (PBS) com 

pH 7,2 e incubadas, por trinta minutos, em solução de albumina sérica 

bovina (BSA) a 3% (solução de BSA em PBS), para o bloqueio de 
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reações inespecíficas. Após os trinta minutos, os cortes foram incubados 

por 12 h à 4°C, em câmara úmida, com anticorpo primário (policlonal anti-

rabbit connexin 43; GJA1, Abcam). A diluição utilizada foi de 1:100. Após 

esse período, foi feita a lavagem das lâminas em PBS e os cortes foram 

incubados com anticorpo secundário (Texas Red anti-rabbit IgG; Vector), 

na diluição de 1:50, por 1h, em temperatura ambiente. Depois de lavadas 

com PBS, as lâminas foram cobertas com meio de montagem, composto 

de glicerina tamponada e lamínula.  

Para cada bateria de reações de imunohistoquímica, o 

controle negativo correspondeu a uma lâmina de ventrículo esquerdo, em 

que se omitiu o anticorpo primário (van Veen et al., 2002). 

A leitura foi feita utilizando-se microscópio equipado com 

unidade de epifluorescência (Carl-Zeiss, Inc. North America) acoplado a 

câmera de vídeo (AxioPlan 4.1; Carl-Zeiss Inc.) utilizando aumento de 

40x, localizado no Departamento de Reprodução Animal da Faculdade de 

Medicina Veterinária - Unesp, Botucatu. O filtro utilizado foi o verde (WG), 

com comprimento de onda de excitação a 550 nm e emissão a 650 nm.  

Para cada coração, foram observados de cinco a dez 

campos. As reações de imunohistoquímca foram analisadas quanto à 

intensidade e localização da proteína no miócito (no disco intercalar ou 

fora do disco intercalar), de acordo com escores pré-estabelecidos e 

apresentados a seguir: 
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Intensidade de Marcação: 

+++ Fortemente marcado 

++ Moderadamente marcado 

+ Fracamente marcado 

 

Localização: 

++++ Totalmente no disco intercalar 

+++ Maioria no disco intercalar 

++ Metade no disco intercalar e metade fora do disco 

+ Minoria no disco intercalar 

 
 
3.2.5. Avaliação Bioquímica 
 
 
3.2.5.1. Dosagens de ATRA e Vitamina A Total por Cromatografia 

Líquida de Alta Eficiência 

 

Esses compostos foram determinados por 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) com o cromatógrafo 

Alliance da Waters 2695 com detector Waters 2996 – fotodiodo. As 

amostras foram protegidas da luz e armazenadas a - 70 º C até o 

momento da análise.  

A extração do ATRA nos tecidos (fígado e coração) foi 

desenvolvida e analisada, utilizando-se o método de Tang & Russel 
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(1990). O padrão interno foi o ácido all-trans – 9 - methoxi -2,3,6 – 

trimetifenil – 3,7 – dimetil – 2, 4, 6, 8 – nonatetranóico (TMMP), preparado 

em metanol (10-7M). A análise foi feita com 200 mg de tecido, 100 μl de 

TMMP, 2 ml de salina 0,9%, 5 ml de clorofórmio: metanol 2:1 v/v. Após 

agitação, as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 10 min a 4ºC e 

a camada de clorofórmio foi evaporada sob nitrogênio líquido e o resíduo 

formado (0,2 ml) foi aplicado na coluna de aminopropil, previamente 

saturada com 2 ml de hexano. Os constituintes da coluna foram lavados 

com 4ml de clorofórmio: metanol 2:1 v/v. Novamente foram aplicados a 

coluna de aminopropil 4 ml de dietil éter com 3% de ácido acético e o que 

ficou no tubo foi evaporado em nitrogênio líquido. O resíduo contendo o 

ATRA foi ressuspendido em 100 μl de metanol, sendo que 20 μl foram 

injetados no CLAE.   

As condições operacionais do cromatógrafo para a 

análise do ATRA foi o uso da coluna C18 - Pecosphere-3 (7,5 cm x 0,46 

μm); comprimento de onda de 351 nm e a fase movél constituída da 

Solução A: metanol: águal 75 : 25 e 1% de acetato de amônio e solução 

B: metanol 100% . O fluxo total foi de 1ml/min com 25 min de 100% de 

solução A, de 26 a 32 min de 100% de solução B e de 32 a 40 min, 

retornando novamente para 100% de solução A.  

Para a extração do retinol do soro, foi utilizado o método 

de Tang & Krinsky (1993). A análise foi feita com 200 μl de soro, 2 ml de 

clorofórmio: metanol (2:1), 150μl de equinenona em etanol e 500 μl de 
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solução de salina 0,9%. Após agitação, as amostras foram centrifugadas 

a 3000 rpm durante 10 min, a 4ºC. Em seguida, foi removida a camada 

clorofórmica e reservada em outro tubo de ensaio. No primeiro tubo foram 

adicionados 3 ml de hexano e após agitação, o material foi novamente 

centrifugado. Logo após a centrifugação, a camada superior (hexânica) foi 

removida e adicionada ao tubo reservado com a camada inferior. Em 

seguida, esse extrato foi posto para secar sob nitrogênio líquido. O 

precipitado formado foi ressuspendido em 100 μl de etanol e centrifugado 

por mais 1 minuto e em seguida, injetado no CLAE.  

Para a extração da vitamina A total dos tecidos (fígado e 

coração), foi utilizado o método de saponificação, descrito por Yeum et al. 

(1998). O padrão interno foi a equinenona. A análise foi feita com 200 mg 

de tecido, 100 μl de pirogalol a 12% em etanol, 300 μl de hidróxido de 

potássio (KOH) a 30% em água e 1 ml de etanol. Após agitação, as 

amostras foram incubadas em banho - maria, a 37ºC, por 2h. Após as 

amostras atingirem a temperatura ambiente, foi adicionado 1 ml de água e 

100 μl de equinenona. Após a centrifugação, o sobrenadante foi 

reservado em outro tubo. A extração foi repetida com 2 ml de éter: hexano 

(2:1 com 1% de etanol) e após a centrifugação, o segundo sobrenadante 

foi removido. No tubo reservado, foi adicionado o segundo sobrenadante 

e foram adicionados 2 ml de água, 2 ml de etanol, que em seguida foram 

agitados e centrifugados por mais 5 min. Dessa centrifugação, a camada 

hexânica foi removida para outro tubo para a secagem com nitrogênio 
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líquido. O precipitado formado foi ressuspendido em 100 μl de etanol, 

centrifugado por mais 1 min e em seguida, injetado no CLAE. 

As condições operacionais do cromatógrafo para as 

dosagens da vitamina A total foi o uso da coluna C18 - Pecosphere-3 (7,5 

cm x 0,46 μm); comprimento de onda de 325 nm para o retinol e 455 nm 

para a equinenona. A fase móvel foi constituída da solução A: água: 

acetonitrila: tetrahidrofurano (30: 50:20) com 1% de acetato de amônio e 

solução B: água: acetonitrila: tetrahidrofurano (6:50:44) com 1% de 

acetato de amônio. O fluxo total foi de 1 ml/ min, com 2 min de 85% de 

solução A e 15% de solução B, de 9 a 19 min com 17% de solução A e 

83% de solução B, 1 min de 100% solução B, de 21 a 30 min, o gradiente 

voltou a ser 85% de solução A e 15% solução B.  

Para a quantificação dos cromatogramas foi feita a 

comparação entre as relações área da substância/área do padrão interno, 

obtidas na análise. Os valores das substâncias da solução padrão foram 

corrigidos por seus coeficientes de extinção molar. 
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3.2.5.2. Dosagens das Enzimas do Metabolismo Energético Cardíaco 

por Espectrofotometria 

 

O metabolismo energético cardíaco foi determinado 

através da atividade da enzima β-hidroxiacil coenzima A desidrogenase 

(OHADH, E.C. 1.1.1.35) que participa do metabolismo dos ácidos graxos, 

lactato desidrogenase (LDH, E.C. 1.1.1.27) que participa do metabolismo 

da glicose e a citrato sintase (CS, E.C. 4.1.3.7) que participa na entrada 

da acetil coenzima A no ciclo do citrato. Para essas análises, 200 mg de 

ventrículos esquerdos foram homogeneizados sob gelo em 5 ml de 

solução de tampão fosfato (0,1M, pH=7,4), contendo 1 mM de etileno 

diamino ácido tetra-acético (EDTA) (Bass et al., 1969; Diniz et al., 2004; 

Novelli, 2005). 

A atividade da OHADH foi determinada no coração em 

meio contendo acetilcoenzima A 0,05 mM e dinucleotídeo adenina 

nicotinamida, na forma reduzida (NADH) 0,1 mM. A atividade da LDH foi 

determinada pela oxidação do NADH a 340nm, tendo o piruvato como 

substrato. A atividade da CS foi determinada em meio contendo 

acetilcoenzima A 0,1 mM e oxaloacetato 0,5 mM. Nesse estudo também 

foi determinada a concentração de proteínas totais. As análises foram 

feitas por meio de espectrofotômetro e o padrão utilizado foi solução de 

albumina sérica bovina (Bass et al., 1969).  
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3.2.5.3. Dosagens de Triglicerídeos e Colesterol Total por 

Espectrofotometria 

 

Para a determinação de triglicerídeos e colesterol total em 

soro de ratos, foi utilizado o kit para determinação de triglicerídeos 

(TRIGLICERÍDEOS GPO-PAP) e o kit para determinação de colesterol 

total (COLESTEROL CHOD – PAP), que consistem de testes fotométricos 

enzimáticos. A amostra (10 μl de soro) foi incubada por 10 min com 1000 

μl do kit a 37ºC e a absorbância foi lida em relação ao branco (10 μl de 

água destilada com 1000 μl do kit) e o comprimento de onda foi 500nm. 

 

3.2.6. Análise Estatística 
 

Os dados paramétricos estão apresentados como média ± 

desvio- padrão e as comparações entre os grupos foram feitas por análise 

de variância paramétrica (ANOVA) de uma via e complementado com o 

teste de Tukey. Os dados não paramétricos estão apresentados como 

mediana e quartis 1 e 3 e o teste utilizado foi o Kruskal-Wallis, 

complementado pelo teste de Dunn. 

Para avaliar o teste de tendência entre os grupos (doses 

de ATRA) e as variáveis, foi realizado o teste de correlação de Spearman.  

O nível de significância adotado foi de 5%.  
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4.1. Peso Corporal e Ingestão 

 

Ao final da suplementação com ATRA, o peso corporal 

dos ratos foi semelhante nos diferentes grupos (Figura 1).  

A ingestão da dieta foi calculada por rato e apresentada 

por valor diário (C: 16g, AR 0,3: 18g, AR 10: 16g, AR 50: 18 g). Em 

relação à quantidade de ATRA ingerida por dia, o grupo controle não 

ingeriu nada de ATRA, o grupo AR 0,3 ingeriu 0,006 mg, o grupo AR 10 

ingeriu 0,17mg e o grupo AR 50 ingeriu 0,92 mg.   

 
 

Figura 1. Peso do corpo dos ratos nos grupos controle, AR 0,3, AR10  e 

AR50. ANOVA de 1 via, P= 0,178.  
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4.2. Ecocardiograma  

 

4.2.1. Variáveis Morfológicas 

 

Os dados do estudo morfológico obtido por meio do 

ecocardiograma estão apresentados na Tabela 1. Em relação ao diâmetro 

do átrio esquerdo (DAE), houve diferença entre os grupos, contudo o 

teste de Dunn não detectou qual o grupo apresentava valor diferente, no 

entanto, foi observado que o grupo AR 50 apresentou o maior valor (C: 

3,0 (2,8 - 3,4); AR 0,3: 3,1 (2,9-3,6); AR10: 3,8 (3,2-4,5); AR50: 3,8 (3,1-

5,1), mm, P=0,015). Quanto ao DAE, também observou - se que o 

diâmetro estava associado com a dose; à medida que aumenta a dose de 

ATRA aumenta o DAE (teste de tendência, r = 0,345, P = 0,003) (Figura 

2). Não houve diferença nos valores do diâmetro da aorta (DAO) (C: 3,0 ± 

0,3; AR 0,3: 2,9 ± 0,2; AR10: 3,0 ± 0,2; AR50: 3,1 ± 0,3, mm,  P=0,241) e 

não houve associação entre DAO e dose de ATRA (Tabela 1). O grupo 

AR 50 apresentou maior diâmetro diastólico do ventrículo esquerdo 

(DDVE) do que o grupo controle e o grupo AR 0,3 (C: 6,2 ± 0,6; AR 0,3: 

6,3 ± 0,5; AR10: 6,6 ± 0,5; AR50: 7,0 ± 0,9, mm, P=0,008). Também 

houve associação entre DDVE e dose de ATRA (teste de tendência, r = 

0,411, P = < 0,001) (Figura 3). Quanto ao diâmetro sistólico do ventrículo 

esquerdo (DSVE), não houve diferença entre os grupos (C: 2,9 ± 0,6; AR 

0,3: 2,9 ± 0,5; AR 10: 3,1 ± 0,4; AR50: 3,2 ± 0,6, mm, P=0,332), mas foi 

observada associação entre DSVE e dose de ATRA (teste de tendência, r 
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= 0,236, P = 0,05 (Figura 4). Não houve diferença nos valores de 

EPVE/DDVE nos diferentes grupos (C: 0,21 ± 0,02; AR 0,3: 0,21 ± 0,04; 

AR 10: 0,20 ± 0,02; AR50: 0,20 ± 0,03,  P=0,243) , mas houve associação 

EPVE/ DDVE com dose de ATRA (teste de tendência, r = - 0,244, P = 

0,043) (Figura 5). Houve tendência do grupo AR 50 em aumentar o índice 

de massa do ventrículo esquerdo (IMVE) (C: 1,8 ± 0,4; AR 0,3: 1,9 ± 0,3; 

AR10: 1,9 ± 0,4; AR50: 2,2 ± 0,4, g/kg, P=0,053) e observou-se 

associação entre IMVE e dose; à medida que aumenta a dose de ATRA,  

aumenta o IMVE (teste de tendência, r = 0,340, P = 0,004)(Figura 6).  

Os resultados obtidos pelo exame do ecocardiograma, por 

meio da avaliação das variáveis morfológicas, mostraram que os animais 

do grupo AR 50 tiveram aumento nas cavidades esquerdas do coração 

sem alteração de geometria cardíaca. Em relação às alterações 

morfológicas cardíacas, observou-se associação entre DAE, DDVE, 

DSVE, EPVE/DDVE, IMVE e a dose de ATRA, mostrando efeito dose-

dependente; à medida que aumenta a dose de ATRA, aumentam os 

valores dessas variáveis . 
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Figura 2. Diâmetro do átrio esquerdo (DAE) nos grupos controle, AR 0,3, 

AR10 e AR50. Kruskal-Wallis com teste a posteriori de Dunn, 

P= 0,015. P para teste de tendência (Correlação de Spearman) 

= 0,003. 
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Figura 3. Diâmetro diastólico do ventrículo esquerdo (DDVE) nos grupos 

controle, AR 0,3, AR10  e AR50. ANOVA de 1 via com teste a 

posteriori de Tukey, P=0,008. P para teste de tendência 

(Correlação de Spearman) = < 0,001. Letras diferentes indicam 

significância entre os grupos. 
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Figura 4. Diâmetro sistólico do ventrículo esquerdo (DSVE) nos grupos 

controle, AR 0,3, AR10  e AR50. ANOVA de 1 via, P=0,332. P 

para teste de tendência (Correlação de Spearman) = 0,05.  
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Figura 5. Espessura da parede do ventrículo esquerdo em relação ao seu 

diâmetro diastólico (EPVE/DDVE) nos grupos controle, AR 0,3, 

AR10 e AR50. ANOVA de 1 via, P= 0,243. P para teste de 

tendência (Correlação de Spearman) = 0,043. 
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Figura 6. Índice de massa do ventrículo esquerdo (IMVE) nos grupos 

controle, AR 0,3, AR10, AR50. ANOVA de 1 via, P= 0,053. P 

para teste de tendência (Correlação de Spearman) = 0,004. 
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4.2.2. Variáveis Funcionais  

 

 

Os dados referentes à função cardíaca obtidos pelo 

ecocardiograma estão apresentados na Tabela 2. Em relação à 

frequência cardíaca (FC), não houve diferença entre os grupos (C: 

342(314-416); AR 0,3: 337(329-372); AR10: 349(337-372); AR50: 334 

(304-365); batimentos por min, P=0,476) e não foi observada associação 

entre FC e dose de ATRA. Quanto ao débito cardíaco (DC), o grupo AR 

50 apresentou maior valor de DC do que o grupo controle e o grupo AR 

0,3 (C: 0,07 ± 0,02; AR 0,3: 0,08 ± 0,02; AR10: 0,10 ± 0,03; AR50: 0,11± 

0,03; l/min, P=0,003) e houve associação entre DC e dose de ATRA (teste 

de tendência, r = 0,431, P = < 0,001) (Figura 7). Em relação ao índice 

cardíaco (IC), o grupo AR 50 apresentou maior valor de IC do que o grupo 

controle (C: 0,33 ± 0,08, AR0,3: 0,34±  0,09, AR10: 0,41 ± 0,12, AR50: 

0,43 ± 0,12, DC/PC, l/min/kg, P=0,010) e foi observada associação entre 

IC e aumento da dose de ATRA (teste de tendência, r = 0,394, P = < 

0,001) (Figura 8). Quanto à velocidade pela aorta (VAO), o grupo AR 50 

apresentou maior valor do que os grupos controle, AR 0,3 e AR 10 (C: 79 

± 14; AR 0,3: 91 ± 11; AR10: 91 ± 10; AR50: 96 ± 10, cm/s, P = <0,001) e 

foi observada associação entre VAO e dose de ATRA (teste de tendência, 

r = 0,389, P = 0,001)(Figura 9). Com relação à função sistólica, foi 

observado que não houve diferença entre os valores da fração de ejeção 

(FE) (C: 0,89 ± 0,04; AR 0,3: 0,89 ± 0,04; AR10: 0,89 ± 0,03; AR50: 0,90 ± 
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0,04, P=0,983) e da porcentagem de encurtamento sistólico (ENC) (C: 52 

± 7,3;  AR0,3: 53 ± 6,1; AR10: 53 ± 4,7; AR50:53 ± 5,9, %, P=0,980) nos 

diferentes grupos e também  não houve associação dessas variáveis com 

o aumento na dose de ATRA.  

Os dados referentes à função diastólica também estão 

apresentados na Tabela 2. Não houve diferença entre os valores da onda 

E (C: 75 ± 13, AR 0,3: 79± 12, AR10: 77± 10, AR50: 74 ± 8,7, cm/s, 

P=0,555), onda A (C: 56 (49-68), AR0,3: 59(54-66), AR10: 53(47-59), 

AR50: 52(47-60), cm/s, P=0,396) e na relação E/A (C: 1,29 ± 0,30, AR0,3: 

1,37± 0,31, AR10: 1,37 ± 0,31, AR50: 1,37 ± 0,32, P=0,873) assim como 

não foi observada associação entre essas variáveis e dose de ATRA. 

Os resultados obtidos pelo exame do ecocardiograma por 

meio da avaliação das variáveis funcionais cardíacas, mostraram que os 

animais do grupo AR 50 apresentaram maiores valores de DC, IC, VAO e 

as variáveis relacionadas à função diastólica foram semelhantes nos 

diferentes grupos. Em relação às alterações funcionais cardíacas, foi 

observada associação entre DC, IC, VAO e a dose de ATRA, mostrando 

efeito dose-dependente.  
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Figura 7. Débito cardíaco (DC) nos grupos controle, AR 0,3, AR10 e 

AR50. ANOVA de 1 via com teste a posteriori de Tukey, 

P=0,003. P para teste de tendência (Correlação de Spearman) 

= <0,001. Letras diferentes indicam diferença significante entre 

os grupos.  
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Figura 8. Índice cardíaco (IC) nos grupos controle, AR 0,3, AR10 e grupo 

AR50. ANOVA de 1 via com teste a posteriori de Tukey, P= 

0,010. P para teste de tendência (Correlação de Spearman) = < 

0,001. Letras diferentes indicam diferença significante entre os 

grupos. 
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Figura 9. Velocidade na aorta (VAO) nos grupos controle, AR 0,3, AR10 e 

AR50. ANOVA de 1 via com teste a posteriori de Tukey, P= 

<0,001. P para teste de tendência (Correlação de 

Spearman) = 0,001. Letras diferentes indicam diferença 

significante entre os grupos. 
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4.3. Estudo Morfológico 

 

4.3.1. Pesagem dos Tecidos 

 

Os dados obtidos pela pesagem dos tecidos estão 

apresentados na Tabela 3. Os pesos dos ventrículos esquerdos (PVE) (C: 

0,48 ± 0,07; AR 0,3: 0,54 ± 0,03; AR 10: 0,54 ± 0,05; AR 50: 0,53 ± 0,02, 

g, P=0,107) e  em relação ao peso corporal dos ratos (PVE/PC) (C: 2,0 ± 

0,3; AR0,3: 2,2 ± 0,1; AR10: 2,1 ± 0,3; AR50: 2,1 ± 0,1, g/kg, P=0,455) 

foram semelhantes entre os grupos e não houve associação entre PVE e 

PVE/PC e dose de ATRA.  

Os pesos dos ventrículos direitos (PVD) (C: 0,14 ± 0,02; 

AR 0,3: 0,15 ± 0,09; AR 10: 0,15 ± 0,02; AR 50: 0,13 ± 0,02, g, P=0,570) e  

em relação ao peso corporal dos ratos (PVD/PC) (C: 0,58 ± 0,07;  AR0,3: 

0,59 ± 0,05; AR10: 0,58 ± 0,10;  AR50: 0,53 ± 0,11, g/kg, P=0,591) 

também foram semelhantes entre os grupos e não foi observada 

associação entre PVD, PVD/PC e dose de ATRA.  

O teor de água nos ventrículos esquerdos (Ta VE), nos 

ventrículos direitos (Ta VD) e nos átrios (Ta A) foi semelhante nos 

diferentes grupos e também não foi observada associação entre Ta VE, 

Ta VD, Ta A e dose de ATRA, o que sugere a inexistência de edema 

tecidual (Tabela 3).  
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4.3.2. Área do Cardiomiócito e Fração de Colágeno 
 

As medidas da área seccional dos cardiomiócitos (C: 188 

± 35; AR 0,3: 201 ± 23; AR10: 205 ± 12; AR50: 201 ± 30, μm2, P=0,496) 

foram semelhantes entre os grupos e não houve associação entre área e 

dose de ATRA (Tabela 4). A porcentagem da fração do colágeno (C: 4,9 ± 

1,5; AR 0,3: 5,0 ± 2,2; AR10: 5,7 ± 2,6; AR50: 4,2 ± 1,3, %, P=0,398) 

também foi semelhante nos diferentes grupos e não houve associação 

entre colágeno e dose de ATRA (Tabela 4).   

 

4.3.3. Conexina 43 
 

Os resultados da conexina 43 estão apresentados na 

Tabela 5 e nas fotos da Figura 10. Em relação à intensidade da conexina 

43, não houve diferença entre os grupos (C: 2,8 ± 02; AR 0,3: 2,7 ± 0,2; 

AR10: 2,4 ± 0,4; AR50: 2,3 ± 0,4, P=0,105), mas existiu associação 

negativa entre intensidade da conexina 43 e dose de ATRA, pois, à 

medida que aumenta a dose de ATRA, diminui a quantidade de conexina 

43 (teste de tendência,  r = - 0,489, P=0,028) (Figura 11). Quanto à 

localização da conexina 43, não houve diferença entre os grupos (C: 3,0 ± 

0,3; AR 0,3: 2,8 ± 0,2; AR10: 2,5 ± 0,4, AR50: 2,6 ± 0,3, P=0,140) e nem 

associação entre localização da conexina 43 e dose de ATRA (teste de 

tendência linear, r = -0,432, P=0,060) (Tabela 5). 
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Figura 10. Corte longitudinal de ventrículo esquerdo mostrando a 

conexina 43 identificada por imunofluorescência nos animais 

suplementados com ATRA. 
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Figura 11. Intensidade da conexina 43 (I) nos grupos controle, AR 0,3, 

AR10 e AR50. ANOVA de 1 via, P= 0,105. P para teste de 

tendência (Correlação de Spearman) = 0,028. 
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4.4. Estudo Bioquímico 

 

 

4.4.1. ATRA e Vitamina A Total  
 

 

As dosagens de ATRA estão apresentadas na Tabela 6. 

Observou-se que a quantidade de ATRA no fígado dos ratos do grupo 

AR50 foi maior do que no grupo controle, grupo AR 10 e grupo AR 0,3 (C: 

8,7 ± 2,0; AR 0,3: 12 ± 3,6; AR 10: 15 ± 3,6; AR 50: 25 ± 8,3; ng/g, P = 

<0,001) e houve associação entre essa quantidade e dose de ATRA (teste 

de tendência, r =0,809, P = <0,001) (Figura 12). Em relação à quantidade 

de ATRA no coração, não houve diferença entre os grupos (C: 14 (5,4 - 

16), AR 0,3: 19 (12 - 27), AR 10: 27 (17 - 30), 24 (20 - 30), ng/g, P = 

0,218), mas houve associação entre essa quantidade e dose de ATRA, à 

medida que aumenta a dose, aumenta a quantidade de ATRA no coração 

(teste de tendência, r = 0,605, P = 0,035) (Figura 13). 

Os valores de retinol sérico e vitamina A total no fígado e 

no coração estão apresentados na Tabela 7. A quantidade de retinol 

sérico foi semelhante nos grupos (C: 2,02 ± 0,73; AR 0,3: 1,95 ± 0,45; AR 

10: 1,57 ± 0,70; AR 50: 2,23 ± 0,19, μmo/l,  P=0,342).  

Em relação à quantidade de vitamina A total no fígado, foi 

observado que os valores do grupo AR 0,3 foram maiores do que os do 

grupo controle (C: 150 (133 - 201); AR 0,3: 833 (710 - 1521); AR 10: 276 

(269 - 302); AR 50: 360 (255 - 571), μmol/kg, P = 0,002) e não houve 
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associação entre quantidade de vitamina A total no fígado e dose de ATRA 

(Figura 14).  

A quantidade de vitamina A total no coração foi maior no 

grupo 0,3 em relação ao grupo controle e ao grupo AR 10 (C: 0,56 ± 0,15; 

AR 0,3: 1,30 ± 0,25; AR 10: 0,67 ± 0,11; AR 50: 0,91 ± 0,53, μmol/kg,  P = 

0,014) e não existiu associação entre essa variável e dose de ATRA (Figura 

15).  
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Figura 12. Todo-trans-AR no fígado (ATRAF) nos grupos controle, AR 0,3, 

AR 10 e AR 50. ANOVA de 1 via com teste a posteriori de 

Tukey, P=< 0,001. P para teste de tendência (Correlação de 

Spearman) = < 0,001. Letras diferentes indicam diferença 

significante entre os grupos. 

 

 

 

 

controle AR 0,3 AR 10 AR 50 

A
T

R
A

 F
 (

ng
/g

) 

0 

10 

20 

30 

40 

a 

a 

a 

b 



.�����	����

 

50 

 

 

 

 
 

Figura 13. Todo-trans-AR no coração (ATRAC) nos grupos controle, AR 

0,3, AR10 e AR50. Kruskal-Wallis com teste a posteriori de 

Dunn, P= 0,218. P para teste de tendência (Correlação de 

Spearman) = 0,035.  
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Figura 14. Vitamina A total no fígado (vit A t F) nos grupos controle, AR 

0,3, AR10 e AR50. Kruskal-Wallis com teste a posteriori de 

Dunn, P= 0,002. P para teste de tendência (Correlação de 

Spearman) = 0,488. Letras diferentes indicam diferença 

significante entre os grupos. 
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Figura 15. Vitamina A total no coração (Vit A t C) nos grupos controle, AR 

0,3, AR10 e AR50. ANOVA de 1 via com teste a posteriori de 

Tukey, P= 0,014. P para teste de tendência (Correlação de 

Spearman) = 0,349. Letras diferentes indicam diferença 

significante entre os grupos. 
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4.4.2. Triglicerídeos e Colesterol Total no Soro 

 

A avaliação do metabolismo lipídico por meio das 

dosagens de triglicerídeos séricos (TG) (C: 114 ± 29; AR 0,3: 118 ± 31; 

AR 10: 99 ± 21; AR 50: 113 ± 32, mg/dl, P = 0,796) e colesterol total 

sérico (CT) ( C: 61 ± 8,4;  AR 0,3: 64 ± 12;  AR 10: 68 ± 13;  AR 50: 61 ± 

8,6, mg/dl, P = 0,709) mostrou resultados semelhantes nos diferentes 

grupos e não foi observada associação entre TG, CT e dose de ATRA 

(Tabela 8). 

 

4.4.3. Enzimas do Metabolismo Energético Cardíaco 

 

AS dosagens das enzimas � - hidroxiacil coenzima A 

desidrogenase (OHADH) (C: 23 ± 5,4; AR 0,3: 18 ± 7,8; AR 10: 11 ± 4,9; 

AR 50: 33 ± 10, μmo/g, P = 0,250), lactato desidrogenase (LDH) (C: 104 ± 

16; AR 0,3: 84 ± 42; AR 10: 92 ± 13; AR 50: 102 ± 33, μmo/g, P = 0,685) e 

citrato sintase (CS) (C: 39 ± 6,6; AR 0,3: 36 ± 3,8; 40 ± 6,8, 36 ± 10, 

μmo/g,  P = 0,814) foram semelhantes entre os grupos e não foi 

observada associação entre as enzimas do metabolismo energético 

cardíaco e doses de ATRA (Tabela 9). 
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Tabela 8. Triglicerídeos e colesterol total nos animais suplementados com 

ATRA 

 

 

Controle 

(n=5) 

 

AR 0,3 

(n=5) 

 

AR 10 

(n=5) 

AR 50 

(n=5) 
* P 

 

r 

 

 

** P 

 

TGS 

(mg/dl) 
114 ± 29 118 ± 31 99 ±21 113 ± 32 0,796 -0,069 0,770 

CTS 

(mg/dl) 
61 ± 8,4 64 ± 12 68 ±13 61 ± 8,6 0,709 -0,042 0,860 

 
TGS: triglicerídeos no soro; CTS: colesterol total no soro. Valores foram expressos como 
média ± desvio-padrão. * ANOVA de 1 via e ** Correlação de Spearman. Significância 
estatística para p <0,05. 
 

Tabela 9. Enzimas do metabolismo energético cardíaco nos animais 

suplementados com ATRA 

 

 
Controle 

(n=5) 

AR 0,3 

(n=5) 

AR 10 

(n=5) 

AR 50 

(n=5) 
* P 

r 

 

** P 

 

OHADHC 

(μμμμmol/g) 
23 ± 5,4 18 ± 7,8  11 ±4,9 33 ± 10 0,250 0,048 0,843 

LDHC 

(μμμμmol/g) 
104 ± 16 84 ± 42 92 ± 13 102±33 0,685 0,062 0,792 

CSC 

(μμμμmol/g) 
39 ± 6,6 36 ± 3,8 40 ±6,8 36 ± 10 0,814 0,054 0,816 

OHADHC: �-hidroxiacil coenzima A desidrogenase no coração; LDHC: lactato 
desidrogenase no coração; CSC: citrato sintase coração. Valores foram expressos como 
média ± desvio-padrão. * ANOVA de 1 via e ** Correlação de Spearman. Significância 
estatística para p <0,05. 
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O presente trabalho foi proposto para tentar esclarecer se 

o ATRA causa remodelação cardíaca fisiológica ou patológica no coração 

saudável de ratos e se esses efeitos são dependentes da dose.  

Nesta discussão, os tópicos abordados serão 

apresentados da seguinte maneira: toxicidade da vitamina A, alterações 

cardíacas, metabolismo do ATRA e da vitamina A total. 

 

5.1. Toxicidade da Vitamina A  

 

A toxicidade aguda com retinol, em ratos, ocorre com a 

ingestão de 180 μmol/kg de peso corpóreo por dia, enquanto que os 

sinais de toxicidade com o ATRA aparecem com a ingestão de 47 μmol/kg 

de peso corpóreo por dia (Vedder & Rosenberger, 1937; Kurtz et al., 

1984). Neste trabalho, os animais ingeriram 4,2 μmol/kg de retinol por 

meio da dieta e 3,1 μmol/kg de ATRA, quando suplementados com sua 

maior dose. 

Além disso, não foram encontradas alterações no peso 

corporal (Figura 1), nos níveis séricos de triglicerídeos e colesterol 

(Tabela 8) e infiltração gordurosa no fígado.   

De acordo com o guia de necessidade de nutrientes para 

animais de laboratório, os sinais tipicamente associados com a toxicidade 

de vitamina A são: perda de peso, infiltração gordurosa no fígado, 
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hiperlipidemias, fraturas nos ossos e hemorragia (Clark et al., 1995). 

Desta maneira, pode-se dizer que as doses escolhidas para este estudo 

não foram tóxicas. 

 

5.2. Alterações Cardíacas 

 

Neste trabalho foi observado, por meio do 

ecocardiograma, que os animais suplementados com 50 mg de ATRA 

apresentaram aumento da cavidade esquerda do coração (Figuras 2, 

Figura 3, Figura 4), sem alteração na geometria cardíaca (Figura 5), 

aumento da massa do ventrículo esquerdo (Figura 5), sugerindo 

hipertrofia excêntrica. Notou-se ainda, que o teste de tendência mostrou 

aumento gradual nas variáveis: DAE, DDVE, DSVE, EPVE/DDVE e IMVE, 

mostrando alterações cardíacas dose-dependentes (Tabela 1).  

A hipertrofia cardíaca é processo adaptativo do miocárdio 

a sobrecargas hemodinâmicas que são caracterizadas por aumento no 

tamanho dos cardiomiócitos (Chien et al., 1991). Esse crescimento 

hipertrófico dos cardiomiócitos decorre do aumento quantitativo das 

proteínas estruturais e contráteis e re-expressão dos genes 

característicos da vida fetal (Lips et al., 2003; Frey & Olson, 2003). Tanto 

os estímulos patológicos como os fisiológicos podem causar hipertrofia 

excêntrica (Opie et al., 2006). Dessa forma, esse padrão de hipertrofia 

não determina se o processo é fisiológico ou patológico.  
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Os dados ecocardiográficos também mostram que nos 

animais suplementados com a maior dose de ATRA houve melhora da 

função sistólica, observada pelo maior débito cardíaco (Figura 7) e índice 

cardíaco (Figura 8), sem alterações na função diastólica (Tabela 2).  Nota-

se ainda, que o teste de tendência mostrou aumento gradual nas 

variáveis: DC, IC e VAO, sugerindo melhora da função sistólica, de 

maneira dose-dependente nos animais suplementados com ATRA 

(Tabela 2). 

Em relação aos dados obtidos com o ecocardiograma, os 

resultados deste trabalho estão de acordo com Paiva et al. (2003), em 

que o ATRA causou remodelação cardíaca no coração saudável de ratos, 

embora Paiva et al. (2003) tenha testado o ATRA na dose fisiológica com 

tempo de suplementação de 3 meses.  

No coração, o colágeno é a proteína mais abundante da 

matriz extracelular, tendo papel importante no alinhamento entre as fibras 

musculares e miócitos, na manutenção da estrutura cardíaca, no suporte 

às tensões mecânicas e no auxílio da contração cardíaca. O colágeno, 

por estar intimamente associado com os demais componentes do 

miocárdio, quando aumentado pode prejudicar o funcionamento cardíaco 

e influenciar no tamanho e na forma do coração (Janicki, 1992; Janicki et 

al., 2002; Brower et al., 2006). Neste trabalho não foi observado aumento 

de fibrose por meio de microscopia óptica nos animais suplementados 

com ATRA (Tabela 4).  
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Embora este experimento tenha sido desenvolvido com 

coração saudável de ratos, os dados estão de acordo com outros 

trabalhos da literatura que mostram que o ATRA não aumenta a produção 

de colágeno no coração de animais que sofreram algum tipo de agressão 

(Wang et al., 2002a; Lu et al., 2003; Zhong et al., 2004; Paiva et al., 2005; 

He et al., 2006). 

Em relação à conexina 43, sabe-se que é uma proteína 

formadora das junções do tipo “gap” nos átrios e ventrículos dos 

mamíferos com a função de coordenar a excitação elétrica cardíaca, 

sendo pré-requisito para a função cardíaca rítmica normal (Severs et al., 

2004; Shanker et al., 2005; Schulz et al., 2007; Severs et al., 2008). Essa 

proteína permite a troca intercelular de íons e substancias com baixo peso 

molecular (até 1000 kD), tais como: sódio, potássio, cálcio e segundos 

mensageiros como AMPc e trifosfato de inositol (Saez et al., 2003; Saffitz 

& Kleber, 2004; King & Bertram, 2005 ).  

A compreensão da organização e expressão da conexina 

43 no coração normal é pré-requisito para a interpretação de suas 

alterações nos processos patológicos, mas, os trabalhos com conexina 43 

são na maioria desenvolvidos com animais submetidos à agressão 

cardíaca e pouco se tem pesquisado sobre a conexina 43 no coração em 

situações de remodelação fisiológica (Severs et al., 2008) 

Em animais que desenvolvem cardiomiopatias 

dilatadas, devido modificações genéticas, com diminuição na 
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expressão da conexina 43, ocorre maior propensão ao 

desenvolvimento da falência cardíaca (Gutstein et al., 2001; Akar et al., 

2004; Sato et al., 2008). Em diferentes modelos de experimentos com 

animais submetidos à isquemia aguda do miocárdio, foi observada 

redução da conexina 43 e aumento na incidência de arritmias 

cardíacas (Lerner et al., 2000; Tansey et al., 2006; Fialová et al., 2007). 

Em ratos expostos à fumaça de cigarro, Novo (2008) observou 

diminuição e distribuição da conexina 43 no coração desses animais.  

Em geral, nas agressões cardíacas ocorre diminuição 

na expressão da conexina 43 e maior distribuição dessa proteína para 

fora do disco intercalar (Saffitz & Kleber, 2004; Severs et al., 2008).  

Segundo Colbert et al. (1997) e van Veen et al. (2002), 

camundongos transgênicos com supersensibilização do receptor do ácido 

retinóico (RAR) apresentaram cardiomiopatia dilatada e diminuição na 

expressão da conexina 43.  

No presente estudo não foram observadas alterações na 

quantidade e na localização da conexina 43 no grupo suplementado com 

a maior dose de ATRA, mas houve associação negativa entre intensidade 

da conexina 43 e dose de ATRA (Figura 11).  

Os dados obtidos, referentes à conexina 43 estão de 

acordo com Colbert et al. (1997) e van Veen et al. (2002), e desta forma 

pode-se sugerir que, em coração normal de ratos, a diminuição da 
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conexina 43 é decorrente da ação do ácido retinóico e não está 

relacionada à situação patológica. 

Com relação ao metabolismo energético cardíaco, no 

coração normal os ácidos graxos são os substratos preferidos do 

miocárdio, contribuindo com 60 a 80% da energia para a síntese do 

trifosfato de adenosina (ATP). Em situações de estresse cardíaco, a 

glicose passa a ser a principal fonte de energia (Stanley et al., 2005; Saks 

et al, 2006; Kodde et al., 2007). 

Estudos em humanos e animais mostram que durante a 

remodelação cardíaca fisiológica, o coração metaboliza mais ácidos 

graxos, havendo aumento na expressão de genes cardíacos que 

codificam as enzimas da via da � - oxidação nas mitocôndrias (Saks et al., 

2006; Kodde et al., 2007). Enquanto que em situações patológicas, o 

coração passa a ter preferência em oxidar glicose e lactato, em vez dos 

ácidos graxos, mostrando características do metabolismo fetal 

(Lopaschuk et al., 1994; Sabbah & Stanley, 2002; Osório et al., 2002). 

Os ácidos graxos passam pelo processo da � - oxidação 

até a formação da acetill coenzima A e a glicose forma lactato, piruvato, e 

depois, acetil  coenzima A, que entra no ciclo do citrato. O ciclo do citrato 

resulta na formação de flavina adenina dinucleotídeo reduzida (FADH2) e 

nicotinamida adenina nucleotídeo (NADH), que entram na cadeia de 

transporte de elétrons, gerando ATP, cujo processo é denominado 

fosforilação oxidativa (Novelli, 2005; Stanley et al., 2005). 
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Sabe-se que o ácido retinóico ao se ligar ao heterodímero 

RXR-PPARα, formado pelo seu receptor (RXR) e o receptor α proliferador 

de peroxissoma (PPARα), modula a transcrição gênica envolvida na 

produção de energia do coração. O PPARα é importante regulador da 

captura e oxidação mitocondrial dos ácidos graxos no coração, regulando 

a atividade das enzimas citrato sintetase e β-hidroxiacil-coenzima A 

dehidrogenase (Barger & Kelly, 2000; Osorio et al., 2002). 

No presente trabalho não foram encontrados alterações 

nas quantidades da enzima �-hidroxiacil coenzima A desidrogenase e 

lactato desidrogenase mostrando que a via da �-oxidação e da via 

glicolítica estavam preservadas. A outra enzima estudada, a citrato 

sintase teve efeito semelhante entre os grupos, mostrando que a entrada 

da acetil coenzima A no ciclo do citrato não foi alterada pelo ATRA 

(Tabela 9).  

 

5.3. Metabolismo do ATRA e da Vitamina A total 

 

Em situação normal, o retinol fica armazenado no fígado 

na forma de ésteres de retinila, por meio da participação da lecitina retinol 

aciltransferase (LRAT). Nos tecidos, o retinol absorvido por meio da dieta 

juntamente com o retinol armazenado na forma de ésteres de retinila, é o 

que se chama de vitamina A total (Ross et al., 2001). O retinol também 



�
��������

 

63 

pode ser transformado em ácido retinóico, que é posteriormente oxidado 

pela CYP26 em metabólitos mais polares (Napoli, 1999; Ross, 2003; 

Blomhoff & Blomhoff, 2006). A CYP26 pertence à família do citocromo 

P450 e tem a função de catalisar a oxidação do ATRA para a formação de 

metabólitos menos bioativos (Ross, 2003).  

Em relação à concentração de ATRA, os dados 

observados no grupo controle (não suplementado) (Tabela 6) foram 

semelhantes aos apresentados por Schmidt et al. (2003). O valor médio 

do ATRA quantificado no grupo controle foi 8,7 ng/g de tecido hepático, 

enquanto que os dados de Schmidt et al. (2003) variaram de 5,0 a 16ng/g 

de tecido.  

Neste estudo, a concentração de ATRA no fígado e no 

coração dos animais foi dose-dependente (Figura 12 e Figura 13). 

Embora o grupo AR 10 tenha ingerido 33 vezes mais ATRA do que o 

grupo AR 0,3, a concentração de ATRA foi apenas 25 % maior no 

grupo AR 10 do que no grupo AR 0,3. Uma possível explicação para 

esse resultado seria devido ao aumento da degradação do ATRA pelo 

aumento na atividade da CYP26 (Yamamoto et al., 2000; Wang et al., 

2002b). O mesmo mecanismo deve ter ocorrido com os animais do 

grupo AR 10 e AR 50. 

Com relação à vitamina A total, nos ratos suplementados 

com dose fisiológica de ATRA (0,3 mg/kg), os níveis de vitamina A total no 
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fígado e no coração foram maiores do que o controle. Já, os níveis séricos 

de retinol foram semelhantes nos diferentes grupos (Tabela 7).  

O esquema abaixo foi adaptado de Ross (2003) para 

mostrar as ações da LRAT e da CYP26 no metabolismo dos retinóides 

(Esquema 1).  

 

Com a suplementação de 0,3 mg/kg de ATRA, verificou-se o 

aumento da concentração de vitamina A total no fígado e coração dos 

animais (Figura 14 e Figura 15). Esses resultados poderiam ser 

explicados pela maior conversão de retinol em ésteres de retinila e menor 

transformação em ácido retinóico (Esquema 2).  

 

 

 

Com doses maiores de ATRA, pode-se supor que ocorreu maior 

ativação da CYP26. O aumento da atividade dessa enzima foi sugerido 

ÉSTER RETINOL ÁCIDO 
RETINÓICO METABÓLITOS 

LRAT CYP26 + + 

�������	
	

ÉSTER RETINOL ÁCIDO RETINÓICO 
(AR 0,3) 

LRAT �������	�	
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anteriormente para explicar a concentração de ATRA nos tecidos 

hepáticos e cardíacos do presente estudo.  

Segundo Lane et al. (1999), a CYP26 pode oxidar, além do ácido 

retinóico, o retinol em metabólitos mais polares. Nesse contexto, podem-

se explicar os valores de vitamina A total encontrados no fígado e no 

coração dos animais pertencentes aos grupos AR 10 e AR 50, como 

sendo devidos a maior atividade da CYP26 (Esquema 3).  

 

 

 

Assim, os achados do trabalho mostram que o aumento 

de ATRA no coração dos animais foi suficiente para alterar a morfologia e 

função desse órgão.  

Neste estudo, os animais suplementados com 50 mg de 

ATRA apresentaram aumento da cavidade esquerda do coração, sem 

alteração na geometria cardíaca e sem o aparecimento de fibrose. Esses 

animais ainda apresentaram melhora de função sistólica, com a função 

diastólica normal, sem alterações na conexina 43 e sem alterações no 

metabolismo energético cardíaco. Em relação às alterações cardíacas 

analisadas pelo teste de tendência, verificou-se associação entre DAE, 

LRAT 

ÉSTER RETINOL 
ÁCIDO RETINÓICO 

(AR10 e AR50) 

METABÓLITOS 

CYP26 CYP26 

�������	�	
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DDVE, DSVE, EPVE/DDVE, IMVE, DC, IC, VAO e dose de ATRA, 

mostrando que, à medida que aumenta a dose de ATRA, existe aumento 

nos valores dessas variáveis. Em relação à conexina 43, o teste de 

tendência mostrou associação negativa entre intensidade da conexina 43 

e dose de ATRA, mostrando que, á medida que aumenta a dose de ATRA 

existe diminuição na intensidade de marcação da conexina 43.  

De acordo com McMullen & Jennings (2007), quando o 

estímulo é fisiológico, como por exemplo o exercício físico, as alterações 

cardíacas são hipertrofia, sem aparecimento de fibrose e a função 

cardíaca permanece normal ou aumentada. Na remodelação cardíaca 

fisiológica, o coração metaboliza mais ácidos graxos do que glicose 

(Stanley et al., 2005; Kodde et al., 2007) e não há conhecimento sobre as 

alterações na quantidade e localização da conexina 43 (Severs et al., 

2004; Severs et al., 2008). Quando o estímulo é patológico, como por 

exemplo na sobrecarga de volume (fístula aorto-cava) ou sobrecarga de 

pressão (estenose aórtica, hipertensão), as alterações morfológicas são 

hipertrofia com aparecimento de fibrose e a função cardíaca fica 

diminuída. Na remodelação cardíaca patológica, o coração metaboliza 

mais glicose do que ácidos graxos (Stanley et al., 2005; Saks et al., 2006) 

ocorrendo alteração na quantidade e localização da conexina 43 (Tansey 

et al., 2006, Fiavolá et al., 2007).   

Dependendo da persistência do estímulo, fisiológico ou 

patológico, as alterações cardíacas podem tornar-se mais intensas e 
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prejudiciais para o coração (Matsubara et al, 2006; Maron & Pellicia, 2006; 

Thompson et al., 2007). Desta forma, outros experimentos de maior 

duração possam vir a ser necessários para a elucidação se o ATRA causa 

efeitos benéficos ou maléficos no coração saudável. 
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A análise dos dados obtidos, nas condições experimentais 

propostas, permitiu a seguinte conclusão: 

 

� O ácido retinóico na forma todo-trans (ATRA) causou remodelação 

cardíaca no coração de ratos normais, com alterações mais 

compatíveis com resposta fisiológica e seus efeitos no coração foram 

dose - dependentes. 
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