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R E S U M O

Objetivo

Avaliar os efeitos da suplementação de diferentes doses de todo-trans ácido retinóico sobre a resistência
óssea, por meio de ensaio biomecânico de flexão, em tíbia de ratos jovens.

Métodos

Foram estudados 58 ratos jovens, com quatro diferentes doses de vitamina A em suas dietas, sendo divididos
em 4 grupos: grupo-controle (n=15), sem acréscimo de todo-trans ácido retinoico; grupo com acréscimo de
0,3mg de todo-trans ácido retinoico por kg de ração (n=13); grupo com 10mg de todo-trans ácido retinoico
por kg de ração (n=15); e grupo com 50mg de todo-trans ácido retinoico por kg de ração (n=15). O estudo
durou 30 dias. Após o sacrifício dos animais, suas patas esquerdas foram congeladas, dissecadas e as tíbias
submetidas ao ensaio de flexão. Foram avaliados a carga máxima e o coeficiente de rigidez. Foi aplicada aná-
lise de variância one-way. O nível de significância estatístico adotado foi p<0,05.

Resultados

Os valores médios de carga máxima (em Newton) foram: grupo-controle =37,94, DP=4,76; grupo todo-trans
ácido retinoico 0,3=36,49, DP= 4,38; grupo todo-trans ácido retinoico 10=40,12, DP=6,03; grupo todo-trans
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ácido retinoico 50=35,68, DP=5,22 (p=0,107). Os valores médios de coeficiente de rigidez (em Newton/milí-
metros) foram: grupo-controle =31,84 DP=6,75; grupo todo-trans ácido retinoico 0,3=29,18, DP=4,35; grupo
todo-trans ácido retinoico 10=35,48, DP=8,14; grupo todo-trans ácido retinoico 50=30,31, DP=7,14 (p=0,85).

Conclusão

Conclui-se que a exposição a diferentes doses de todo-trans ácido retinoico, em ratos, durante 30 dias, não
exerce efeito sobre a resistência óssea, quando avaliada por ensaios biomecânicos.

Termos de indexação: Biomecânica. Osteoporose. Ratos. Tretinoína.

A B S T R A C T

Objective

This study assessed the effects of different doses of all-trans retinoic acid on bone resistance by conducting a
biomechanical flexion study on young rats’ tibias.

Methods

Fifty-eight young rats were divided into four groups according to the all-trans retinoic acid content of their
diets: control group (n=15), chow not enriched with all-trans retinoic acid; chow enriched with 0.3mg of
all-trans retinoic acid per kilogram (n=13); chow enriched with 10mg of all-trans retinoic acid per kilogram
(n=15); and chow enriched with 50mg of all-trans retinoic acid per kilogram (n-15). After 30 days of this diet,
the animals were killed, their left paws were frozen and dissected and the tibias were submitted to the flexion
study which assessed maximum force and shear modulus. One-way analysis of variance was used with significance
set at p<0.05.

Results

The mean maximum force values in newtons (SD) were: control group =37.94, SD=4.76; 0.3mg group =
36.49, SD= 4.38; 10mg group = 40.12, SD=6.03; 50mg group =35.68, SD=5.22 (p=0.107). The mean shear
modulus values (SD) in newtons/millimeter were: control group =31.84, SD=6.75; 0.3mg group =29.18, SD=4.35;
10mg group =35.48, SD=8.14; 50mg group =30.31, SD=7.14 (p=0.85).

Conclusion

Biomechanical studies showed that different doses of all-trans retinoic acid for 30 days had no effect on young
rats’ bone resistance.

Indexing terms: Biomechanics. Osteoporosis. Rats. Tretinoin.

I N T R O D U Ç Ã O

A vitamina A pré-formada (todo-trans-
-retinol e seus ésteres) e a pró-vitamina A
(beta-caroteno) são nutrientes dietéticos essen-
ciais, metabolizados em retinol no organismo. O
retinol é oxidado a retinal, que é essencial para a
visão (principalmente noturna), e ácido retinoico,

um ligante de fator de transcrição, com impor-
tantes funções na regulação de genes envolvidos
na morfogênese, diferenciação e proliferação ce-
lulares1.

A deficiência de vitamina A caracteriza-se

por xeroftalmia, cegueira noturna e aumento da

suscetibilidade a doenças2. Ainda ocorre em al-
guns países, tendo sido relatada em várias regiões
do Brasil, com alta prevalência em diferentes faixas
etárias3. A suplementação do micronutriente, em
suas diferentes formas, a populações com insufi-
ciência do mesmo, tem sido associada a muitos
benefícios, entre os quais a redução da mortali-
dade em geral e por câncer, particularmente o
de origem gástrica4.

Além dos efeitos obtidos com a reposição
vitamínica, outros resultados terapêuticos da vita-
mina A são relatados. A isotretinoína (ácido reti-
noico 13-cis), o mais potente inibidor conhecido
da produção sebácea, apresenta sucesso compro-
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vado no tratamento da acne, sendo amplamente
utilizada5.

Assim, de forma geral, a prescrição de vita-
mina A, como suplemento ou terapia, parece
encorajadora. Contudo, essa suplementação deve
ser conduzida com cautela, uma vez que o excesso
da vitamina também pode ser tóxico ao orga-
nismo, resultando em hepatotoxicidade, altera-
ções visuais e anormalidades craniofaciais em
fetos2. Além disso, em modelos animais, a suple-
mentação de retinol tem sido associada a dano
de DNA e rearranjos cromossômicos6.

Também têm sido referidos efeitos dele-
térios do excesso de retinol sobre o tecido ósseo7,
tais como a estimulação da reabsorção e a inibi-
ção da formação, resultando em perda óssea8. O
Todo-Trans Ácido Retinoico (ATRA) parece regular
a expressão de diversas proteínas nos osteoblastos
e osteoclastos, incluindo proteínas matrizes e enzi-
mas lisossomais, que podem desempenhar um
papel direto na reabsorção óssea9. A constante
perda óssea pode culminar no aparecimento da
osteoporose8.

A osteoporose constitui um problema de
saúde pública, na medida em que apresenta ele-
vada prevalência e acarreta fraturas que prejudi-
cam a qualidade de vida e aumentam a mortali-
dade. Na América Latina, estima-se que ela aco-
meta de 12% a 22% das mulheres com 50 anos
ou mais de idade10. Incide, particularmente, em
pacientes do sexo feminino e apresenta relação
causal com o envelhecimento e com a deprivação
hormonal que ocorre após a menopausa, entre
outros fatores11. Assim, esse grupo populacional
é mais vulnerável aos demais agressores da saúde
óssea. Com relação ao uso dos derivados da vita-
mina A, tem sido relatado aumento das taxas de
fraturas de quadril em mulheres12, particularmen-
te no período pós-menopausa13, com elevada
ingestão de retinol, tanto por dieta como por
suplementação.

O estudo da resistência biomecânica óssea
vem sendo utilizado para análise da qualidade de
ossos suscetíveis a fraturas. Com relação à ava-
liação do efeito dos compostos derivados da

vitamina A, por exemplo, estudo utilizando o en-
saio mecânico de flexão, em ossos de ratas madu-
ras, alimentadas com elevadas doses de ácido
retinoico em suas dietas, por 12 semanas, de-
monstrou ser necessário menor força Newton (N)
para romper ossos dos animais que receberam
maior dose, indicando efeitos negativos do ex-
cesso da ingestão de vitamina A sobre a resistência
óssea14.

Considerando-se a elevada prevalência da
osteoporose, suas implicações para a saúde públi-
ca e a crescente prescrição de vitamina A e seus
compostos, torna-se importante a avaliação dos
efeitos esqueléticos das diversas doses dessa
vitamina. Uma vez que os ensaios de flexão cons-
tituem métodos aplicáveis de avaliação da resis-
tência óssea, ensaios com modelos diferentes de-

vem ser implementados, para um maior conhe-
cimento desta, frente ao uso de compostos deriva-
dos da vitamina A.

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar

os efeitos da suplementação com diferentes doses
de ATRA sobre a resistência óssea, por meio de
ensaio biomecânico de flexão, em tíbia de ratos
jovens.

M É T O D O S

Foram estudados 58 ratos Wistar (Rattus
novergicus, var. albinus), machos, filhotes, com
aproximadamente 1 mês de vida. Os animais fo-
ram acomodados, por um período de 30 dias, à

temperatura de 25 ± 1ºC, com período claro/es-
curo de 12 horas. Foram alojados cinco animais
por caixa de polietileno, com livre acesso a água

e ração. A dieta utilizada foi AIN-93G, por ser
preparada com quantidade mínima de vitamina
A (4000 UI), além de ser quimicamente definida

e adequada ao crescimento de roedores15. O estu-
do foi conduzido com rígido cumprimento dos
guias da Instituição e dos Conselhos Nacionais

de Pesquisa sobre uso e cuidado de animais de
laboratório, além de atender à legislação espe-
cífica do país, tendo sido aprovado pela Comissão
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de Ética em Experimentação Animal da Instituição
em que foi realizado o experimento.

Os animais foram divididos em quatro gru-
pos, cada um dos quais recebeu dietas adiciona-
das de diferentes doses de ATRA: de Grupo-Con-
trole (C) (n=15): sem adição de ATRA; grupo ATRA
0,3 (n=15): adição de 0,3mg de ATRA por kg de
dieta (1.000 UI, equivalente a quantidade basal);
grupo ATRA 10 (n=13): adição de 10mg de ATRA
por kg de dieta (33.333 UI, equivalente à primeira
dose farmacológica); grupo ATRA 50 (n=15):
adição de 50mg de ATRA por kg de dieta (166.667
UI, equivalente à segunda dose farmacológica).

As medidas de peso corporal e ingestão
alimentar foram aferidas semanalmente. Para veri-
ficação da ingestão alimentar foram utilizados 20
ratos, divididos em quatro caixas, uma de cada
tratamento. A dieta foi pesada e oferecida aos
animais. Após 24 horas, a dieta que restou foi
novamente pesada. A diferença entre o peso da
dieta oferecida e o peso da dieta restante, em 24
horas, foi dividida pelo número de ratos por caixa
e por dia. A partir desse valor da ingestão alimen-
tar, foi calculada a ingestão de ATRA/dia.

Ao fim de quatro semanas, os ratos fo-
ram anestesiados com cloridrato de cetamina
(50mg/kg) e cloridrato de xilidino (1mg/kg), via
intramuscular.  A mistura desses analgésicos causa
taquicardia no roedor, levando-o à morte, sem
efeitos diretos sobre o estudo.

As patas traseiras esquerdas dos animais
foram retiradas e acondicionadas em um freezer

a uma temperatura média de -40ºC, até o mo-
mento da análise. No momento de ensaio biome-
cânico, as patas foram descongeladas à tempera-

tura ambiente e posteriormente dissecadas, sendo
então efetuado o ensaio16.

Foram realizados ensaios de flexão de tíbia.
Estas foram acondicionadas em uma morsa aber-

ta, a uma distância de 2/3 do tamanho do osso,
exercendo-se a flexão até a ruptura do mesmo.
Para tal ensaio, foi utilizada a Máquina Universal
de Ensaios Mecânicos EMIC (Equipamentos e Sis-
temas de Ensaio Ltda (Curitiba - PR), modelo DL

10000. A precisão do sistema é de (0,018 + F/
3700) KN, apurada dentro das especificações das
normas ABTN, NBR6156 e NBR6674. A aferição
é realizada periodicamente pelo fabricante. O apa-
relho operou conjuntamente com microcompu-
tador sob o sistema operacional Windows 2000,
sendo utilizado o programa de informática Mtest
versão 1.0. Esse programa gera um gráfico força
x deformação, a partir do qual puderam-se cal-
cular as variáveis analisadas.

Foram avaliados a Carga Máxima (N), defi-
nida como a carga suportada pelo corpo de prova
até a ruptura, bem como o Coeficiente de rigidez
(K) (N/mm), definido como a relação entre carga
e deformação no trecho reto de curva até o limite
de elasticidade, sendo, portanto indicativo da rigi-
dez da estrutura.

A padronização do processo deu-se pelo
mesmo espaçamento da morsa em todos os en-
saios, e pela colocação dos ossos em uma mesma
posição16.

Os resultados estão demonstrados em Mé-
dias (M), Desvio-Padrão (DP). O software Statistica17

versão 6.0 foi utilizado para a realização das aná-
lises. Foi aplicada análise de variância one-way
(ANOVA), seguida do teste de comparações múl-
tiplas de Tukey, para verificar a diferença entre os
tratamentos. O nível de significância estatístico
adotado foi p<0,05.

R E S U L T A D O S

Ao final da suplementação com ATRA, o
peso corporal dos ratos foi semelhante nos dife-

rentes grupos (p=0,178), como pode ser obser-
vado na Figura 1.

A ingestão da dieta foi calculada por rato
e apresentada por valor diário (C: 16g; ATRA 0,3:
18g; ATRA 10: 16g; ATRA 50: 18g). Em relação à
quantidade de ATRA ingerida por dia, o grupo

controle nada ingeriu; o grupo ATRA 0,3 ingeriu
0,006mg (20 UI); o grupo ATRA 10 ingeriu 0,17mg
(567 UI); e o grupo ATRA 50 ingeriu 0,92mg
(3.067 UI).
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Os valores médios de carga máxima e do
coeficiente de rigidez (K) dos quatro grupos não
foram estatisticamente diferentes (Tabela 1).

D I S C U S S Ã O

O exato mecanismo pelo qual a vitamina
A pode influenciar a saúde do esqueleto não é
claro9,18,19. Contudo, historicamente, estudos em
humanos20-22 e animais23-25 têm relatado que a
toxicidade por essa vitamina aumenta a reabsor-
ção e diminui a formação óssea.

Embora o elevado consumo de vitamina
A possa contribuir para o desenvolvimento de
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Figura 1. Valores médios (desvio-padrão) do peso corporal dos

ratos dos grupos controle (sem adição de todo-trans

ácido retinoico na dieta); AR 0,3 (ATRA 0,3; adição de

0,3mg de ATRA por kg de dieta);  AR 10 (ATRA 10;  adi-

ção de 10mg de todo-trans ácido retinoico  por kg de

dieta) e AR 50 (ATRA 50; adição de 50mg de todo-

-trans ácido retinoico por kg de dieta). ANOVA de 1

via, p= 0,178.

Tabela 1. Valores médios de carga máxima e coeficiente de rigidez (K), obtidos em ensaios biomecânicos de ratos submetidos a suple-

mentação de diferentes dosagens de ATRA.

Carga máxima (N)

K (N/mm)

Variáveis biomecânicas

*Controle (C) (n=15): sem adição de todo-trans ácido retinoico; ATRA 0,3 (n=15): adição de 0,3mg de todo-trans ácido retinoico por kg de dieta;

ATRA 10 (n=13): adição de 10mg de todo-trans ácido retinoico  por kg de dieta; ATRA 50 (n=15): adição de 50mg de todo-trans ácido retinoico

por kg de dieta.

M: média; DP: desvio-padrão; ATRA: todo-trans ácido retinoico.

37,94

31,84

M DP

Controle

4,76

6,75

36,49

29,18

M DP

ATRA 0,3

4,38

4,35

40,12

35,48

M DP

ATRA 10

6,03

8,14

35,68

30,31

M DP

ATRA 50

5,22

7,14

p

0,107

0,850

Grupos*

osteoporose, não está claro qual a quantidade
necessária para causar toxicidade esquelética.

O presente estudo demonstrou que dife-
rentes concentrações de ácido retinoico, pelo pe-
ríodo de um mês, não exerceram influência so-
bre a resistência óssea em ratos jovens, diferente-
mente do descrito por Johansson et al.14, que
observaram ser necessário menor quantidade de
força, em N, para romper ossos de ratos que rece-
beram maior quantidade de ácido retinoico em
sua dieta. Contudo, devem-se ressaltar as diferen-
ças existentes entre os estudos, tais como o sexo
e a idade dos animais. Johansson et al.14 utilizaram
fêmeas maduras, enquanto o presente estudo
avaliou ratos jovens. Em humanos, por exemplo,
as mulheres apresentam menor massa óssea, sen-
do que esta evolui de forma crescente até deter-
minada faixa etária, quando começa o seu declí-
nio. A ação dos compostos ligados à vitamina A
sobre o pico de massa óssea humana, e talvez
sobre a resistência do tecido ósseo, é discutível,
sendo que Hogstrom et al.26 não encontraram
associação entre este e os níveis séricos de retinol,
em homens jovens.

Outro ponto discordante com o estudo de
Johansson et al.14 é o tempo de tratamento. No
presente trabalho, devido ao curto período de
administração da dieta enriquecida com ATRA, é
pouco provável que este afetasse negativamente
o esqueleto27, ao passo que Johansson et al.14 tra-
taram os ratos por um período três vezes maior.
Poder-se-ia inferir, a priori, que a exposição por
mais tempo ao interferente ósseo deveria resultar
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em maior perda óssea. Porém, Li et al.28 não en-
contraram efeitos negativos na remodelação
óssea com doses diárias de 300 UI, por 14 meses,
em ratos idosos. Novamente, as idades diferentes
dos animais dificultam uma comparação precisa
entre os grupos.

Ainda, as doses de compostos ligados à
vitamina A utilizadas diferem nos estudos. Embora
Johansson et al.14 tenham utilizado doses supe-
riores (9.000 UI/dia) às do presente estudo, aque-
les autores não descreveram as doses efetiva-
mente ingeridas pelos animais. Na presente pes-
quisa, apesar das elevadas doses farmacológicas
ofertadas, aquelas efetivamente ingeridas foram
bastante inferiores às relatadas como tóxicas.
Além disso, Nieman & Obbink29 concluíram que a
toxicidade crônica oral, em ratos adultos, come-
ça com cerca de 25.000 UI/dia. Enfim, essas dife-
renças metodológicas constituem pontos críticos
na avaliação dos diferentes trabalhos.

Embora não tenham sido demonstradas
alterações significativas com relação às variáveis
biomecânicas do osso, estudos histológicos são
necessários para a complementação desta investi-
gação. Esse tipo de avaliação permitiria a conta-
gem de osteoblastos e osteoclastos e, ainda, a
determinação do tipo de cartilagem mais presen-
te, uma vez que a atividade osteoclástica é maior
em animais intoxicados com a vitamina A21. Nesses
casos, Hough et al.30 observaram osteoporose
severa, aumento da reabsorção óssea, osteoclas-
tose, degeneração de cartilagem e escassez de
osteoide.

C O N C L U S Ã O

A partir dos resultados obtidos, é possível
concluir que a exposição de ratos jovens a dife-
rentes doses de ATRA, por um período de um
mês, não exerce efeito na resistência óssea, quan-
do avaliada por meio de ensaios biomecânicos.
Estudos com maior período de exposição dos ani-
mais ao composto, e com diferentes grupos quan-
to ao sexo e faixa etária, são necessários para
que se possa avaliar seu efeito em longo prazo
na resistência óssea.
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