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DE FEMURES DE RATOS

RESUMO: A vitamina A (C20H300) é um alcool (retinol) isoprendide,
insaturado, termoestdvel, lipossolivel e insoldvel na dgua. Pode ser
encontrado na forma precursora de f-caroteno, sendo transformada
posteriormente nas suas formas ativas (ou pré-formadas) denominadas
retinol, 4cido retindico e éster retilinicos. A vitamina A exerce diversas
fungdes no desenvolvimento do ser humano, entretanto, o seu excesso
causa varias manifestacoes, como sonoléncia, irritabilidade, dermatite
escamativa, unhas frigeis, gengivite, fadiga, hipertensio, cefaléias
intensas, fraqueza generalizada e fragilidade 6ssea. Sabendo que a
vitamina A influencia no crescimento 6sseo, o presente estudo propos
avaliar eventuais alteragcoes produzidas no disco epifisirio do fémur
de ratos em crescimento, submetidos a uma hipervitaminose A. Foram
administradas, em ratos Wistar, doses na concentracio de 150.000
UI (0,5 ml / 100g de peso) por via intraperitoneal e comparados
com um grupo controle. Cada grupo composto por 8 animais foi
sacrificado com 10, 20, 30 e 40 dias ap0s a injecao e os fémures foram
removidos para obtencido de cortes histologicos. A morfometria dos
discos epifisarios demonstrou que os animais que receberam as doses
elevadas de vitamina A apresentaram uma diminui¢do na espessura
dos discos epifisirios, condizente com uma maturagio mais acelerada.
Dessa forma, os resultados sugerem que excesso de vitamina A pode
levar 2 um aumento no amadurecimento dos discos epifisarios.

PALAVRAS-CHAVE: Disco epifisirio; Hipervitaminose A; Osteogénese.

EFFECTS OF HYPERVITAMINOSIS ON THE EPIPHYSARY
DISC IN RATS * FEMURS

ABSTRACT: Vitamin A (C20H300) is an isoprenoid, unsaturated,
thermostable, lipid-soluble alcohol (retinol), insoluble in water which
may be found in the precursory form of beta-carotene and later
transformed in its active forms (or pre-formed) called retinol, retinoic
acid and rectilinic ester. Although Vitamin A has several functions in
human development, its excess causes several phenomena, such as
sleepiness, irritability, squamous dermatitis, weak nails, gingivitis,
fatigue, hypertension, intense headache, general weakness and
bone fragility. Since Vitamin A affects bone growth, current analysis
evaluates eventual changes in the epiphysary disc of growing rats”
femur when submitted to hypervitaminosis A. Doses at concentration
150.000 UI (0.5 ml / 100g weight) were administered in Wistar rats by
intraperitoneal pathway and compared to control group. Each group
composed of 8 animals was killed after 10, 20, 30 and 40 days after
the injection, and femurs were removed for histological cuts. The
morphometry of epiphysary discs showed that animals which received
high doses of Vitamin A decreased the thickness of the epiphysary discs
due to faster maturation. Results suggest that excess of Vitamin A may
increase the maturity of the epiphysary discs.

KEY WORDS: Epiphysary Discs; Hypervitaminosis A; Osteogenesis.
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INTRODUCAO

A descoberta da vitamina A ocorreu quase
simultaneamente em 1913 por dois grupos independentes
de pesquisadores, McCollum e Davis, na Universidade
de Wisconsin, e Osborne e Mendel, na Universidade
de Yale. E um dlcool (retinol) isoprendide, insaturado,
termoestdvel, lipossolavel e insolivel na dgua (CHAGAS
etal.,, 2003). Pode ser encontrada na forma precursora de
-caroteno, sendo transformada posteriormente nas suas
formas ativas (ou pré-formadas) denominadas retinol,
acido retindico e éster retilinicos (READER'S DIGEST,
1998).

Apresenta,  portanto, diversos  andlogos
estruturais, tanto naturais como sintéticos, relacionados
com o crescimento e diferenciagio de virios tipos
celulares durante o desenvolvimento fetal e também
ao longo da vida; os retindides sio usados para uma
diversidade de afec¢oes dermatoldgicas devido as suas
acoes contra dermatoses inflamatdrias e ceratdticas, além
de inibir a queratinizacio (ROLEWSKI, 2003).

A vitamina A é um nutriente essencial para o
homem e a sua deficiéncia além de provocar alteracoes
oculares (xeroftalmia e cegueira nutricional) pode causar
retardo de crescimento e aumento da susceptibilidade a
infecgoes. Assim, a importancia da suplementagio dessa
vitamina para combater a morbidade infantil nos casos de
deficiéncia desta, reduzindo significativamente a diarreia
(ASSIS; BARRETO, 2002) e melhorando o crescimento
infantil (WEST et al., 1988).

Entretanto a ingestio de quantidades elevadas de
vitaminaA estd associada com a osteoporose (PROMISLOW
et al., 2002) e o risco aumentado de fraturas de quadril
em mulheres pés-menopausa (FESKANICH et al., 2002).
Além disso, os riscos de fraturas mostraram-se maiores
quando a concentrago sérica de retinol estd aumentada
(MICHAELSSON et al., 2003).

De acordo com Cahu, Infante e Takeuchi (2003),
em uma revisio bibliogrifica sobre os componentes
nutricionais que influenciam o desenvolvimento
esquelético em larvas de peixes, o estudo informou que
a alta na dieta de vitamina A aumenta a incidéncia de
deformidades Osseas, como a curvatura vertebral, fusio

central e compressao de vértebra.

Desta maneira, os efeitos dos retindides foram
avaliados tanto em humanos quanto em ratos e observou-
se uma aceleracio no processo de reparo de defeitos
6sseos em calota craniana (OLIVEIRA, 2009).

Estudos demonstram que o crescimento
6sseo € influenciado pela agdo da vitamina A (MACARI;
FURLAN; GONZALES, 2002) e a ingestdo excessiva da
mesma, proveniente da dieta ou suplementos, estd
relacionada negativamente com a densidade mineral
Ossea (CRANDALL, 2004). Da mesma forma, a alta
incidéncia de fraturas de quadril estd associada com
elevadas concentragoes plasmaticas de retinol (GENARO;
MARTINI, 2004). Ademais, foi demonstrado que uma
vez que a vitamina A € ingerida em longo prazo ocorre
a reabsorcdo e inibicio da formacio dssea (GENARO;
MARTINI, 2004).

Embora seja sabido que a vitamina A exerce um
importante papel no crescimento e maturacio 6ssea, 0s
efeitos da hipervitaminose A no disco epifisirio ainda
nio estdo completamente elucidados. Desse modo, este
estudo teve como propdsito avaliar as alteracoes causadas
no disco epifisirio de fémures de ratos em crescimento
submetidos a hipervitaminose A.

2 MATERIAL E METODO

Os ensaios foram conduzidos no Laboratdrio de
Morfologia do Centro Universitirio Bario de Maud. Foram
utilizados 16 ratos Wistar machos desmamados com 21
dias, divididos em dois grupos com 8 animais cada. O
grupo controle representado por 8 animais que nio
receberam vitamina A e o grupo experimental contendo
8 animais submetidos a hipervitaminose A mediante
injecao intraperitoneal, de 150.000 UI (0,5ml/100g de
peso) (REZENDE et al., 1987).

Durante o periodo experimental, os animais
foram mantidos no Biotério do Centro Universitirio Bardo
de Maud, em ambiente com temperatura de 22 *+ 2 °C,
50-60% de umidade relativa do ar e ciclo com alternincia
automdtica para claro/escuro de 12 horas. Os animais
receberam dieta balanceada (Purina) e dgua a vontade.
O protocolo do estudo foi previamente aprovado pelo
Comité de Etica em Experimentagio Animal do Centro
Universitirio Bardo de Maua (n° 033/2007).
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Os animais foram sacrificados sem sofrimento,
em camara de CO2, de acordo com as normas do
Comité de Etica, apos 10, 20, 30, 40 dias da indugio
de hipervitaminose A. Em seguida, os dois fémures de
todos os animais foram retirados e fixados em solucio
de formalina neutra por trés dias. As partes moles foram
retiradas, os fémures foram descalcificados em solugio
acida e processados para inclusio em parafina e obtencio
de cortes histologicos. Os cortes histologicos foram
corados com hematoxilina e eosina (H. E.).

Os animais de ambos os grupos foram pesados
apos o desmame e ao término de cada periodo estudado
(10, 20, 30 e 40 dias).

Sob microscopia de luz foram realizadas as
andlises e comparacao histomorfométricas. Para o estudo
e avaliacio de uma drea que pudesse informar a velocidade
do amadurecimento e a ossificacdo, o disco epifisario
foi analisado morfometricamente. Para a morfometria
foi utilizado um programa especifico de medida (Image
Tool), devidamente calibrado em micrometro.

Para cada animal mediu-se aleatoriamente
10 vezes a altura do disco epifisirio, foi realizada uma
média e os resultados obtidos foram representados
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graficamente.

As andlises estatisticas para a comparagao dos
pesos, bem como a espessura dos discos foi realizada
através do software GraphPad PRISM, versio 5.01
(GraphPad software California, USA) usando o teste
Mann-Whitney U-test one-tailed (p < 0,05).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os animais do grupo controle e os submetidos
a hipervitaminose A apresentaram diferenca estatistica
(p < 0,05) com relagio ao ganho de peso, durante os
dias do ensaio (Figura 1A e B). Entretanto, a0 comparar o
peso do grupo controle com o experimental, nio houve
diferenca significativa (Figura 1C).

As microfotografias do disco epifisirio de
femures de ratos do grupo controle e os submetidos a
hipervitaminose A foram realizadas para comparacio
histomorfométricas. A Figura 2 demonstra a espessura
dos discos epifisdrios nos periodos estudados (10, 20, 30
e 40 dias).
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Figura 1. Avaliagao do peso dos ratos Wistar dos grupos controle e experimental submetidos a hipervitaminose A. Comparagio do peso
dos ratos no inicio (1 dia) do experimento com o peso final, apds os periodos de inducio com a hipervitaminose A (10, 20, 30 e 40), do
grupo controle (A) e experimental (B). C) Comparagio do peso final do grupo controle com o experimental submetidos a hipervitaminose
A. Os gréficos foram gerados considerando o peso dos oito animais de cada grupo. Foi realizado o teste Mann-Whitney usando o software
GraphPad PRISM, versio 5.01. #*p < 0,05.

Com a finalidade de avaliar a influéncia da
hipervitaminose A no disco epifisirio, a espessura dos
mesmos foi medida e plotada na Figura 2.

Na Figura 3 o grafico demonstra que no periodo
inicial (10 dias) os valores da espessura dos discos
epifisirios eram quase equivalentes tanto no grupo

controle quanto no grupo submetido a hipervitaminose
A (Figura 3A). Entretanto, apds 20 dias, a espessura dos
discos epifisirios dos animais que receberam o excesso
de vitamina A mostrou-se menor (Figura 3B), sendo
essa diferenca mais evidente e significativa com 30 dias
(Figura 3C). Esses resultados sugerem que o excesso
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Figura 2. Microfotografias dos aspectos histologicos do disco epifisrio de fémures de ratos controle e submetidos a hipervitaminose A
corados com hematoxilina e eosina (H. E.). A/B/C/D) Disco epifisirio do grupo controle (A/C) e do grupo experimental submetidos a hiper-
vitaminose A (B/D) com 10 dias. E/F/G/H) Disco epifisrio do grupo controle (E/G) e do grupo experimental submetidos a hipervitaminose

A (F/H) com 20 dias. I/J/K/L) Disco epifisirio do grupo controle (I/K) e do grupo experimental submetidos a hipervitaminose A (J/L) com
30 dias. M/N/O/P) Disco epifisirio do grupo controle (M/O) e do grupo experimental submetidos a hipervitaminose A (N/P) com 40 dias. As
imagens foram obtidas no aumento de 40x (A/B/E/F/I/J/M/N) e 200x (C/D/G/H/K/L/O/P).

de vitamina A ocasiona inibi¢io do crescimento dsseo.
Ao final do ultimo tempo considerado (40 dias), os
valores da espessura do disco epifisrios voltaram a uma
quase equivaléncia (Figura 3D). Esses dados podem ser
justificados pelo fato da vitamina A ter sido metabolizada
e seu efeito nio se fez mais ativo no disco epifisirio. Dessa
forma, a Figura 3E demonstra a evolucio da espessura
dos discos epifisirios durante os periodos estudados, no
qual é possivel observar uma progressao da calcificacio
no grupo que recebeu vitamina A (especialmente nos
dias 20 e 30).

Outras pesquisas também descreveram uma
diminuicao do disco epifisirio mediante um excesso
de vitamina A (CLARK, 1970; CLARK; SEAWRIGHT,
1968; CLARK; SEAWRIGHT, GARTNER, 1970; DOIGE;
SCHOONDERWOERD, 1988; KODAKA et al, 1998;
SOETA et al., 1999).

Soeta et al. (1999) demonstrou que doses
elevadas de vitamina A em ratos ocasiona uma disfuncio
dos condrdcitos resultando na deformacio e na
diminuicio da espessura do disco epifisirio. Outros
estudos ainda mostram que alguns derivados de vitamina
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Figura 3. Evolucao da espessura dos discos epifisarios dos grupos controles e experimentais submetidos a hipervitaminose A nos periodos

de 10 (A), 20 (B), 30 (C) e 40 (D) dias. (E) Evolucio da espessura dos discos epifisirios durante os periodos estudados. As andlises estatis-

ticas foram realizadas através do software GraphPad PRISM, versdo 5.01 (GraphPad software California, USA) usando o teste Mann-Whitney
U-test one-tailed. *p < 0,05.

A em excesso podem afetar a proliferacio e diferenciagio
dos condrécitos no disco epifisirio causando uma
diminuicio da espessura (BALLOCK et al., 1994;
CANCEDDA et al., 1992; FREYRIA et al., 1995). Ademais,
foi demonstrado que o excesso de vitamina A também
reduz a zona hipertréfica (TAKAKI, 1995; TAKAKI et al.,
1996).

De Luca et al. (2000) consideram, em seu
estudo, que o 4cido retindico administrado em dose
Unica causa anormalidades no crescimento longitudinal
de ossos longos de ratos da espécie Sprague Dawley.
Admite-se a hipotese de que o dcido retindico regula a
condrogénese, havendo uma redugao do crescimento da
tibia de animais que receberam uma dose tinica de 4cido

retindico, pelo fato dos animais apresentarem inibicao da
proliferacio dos condrécitos, bem como dos condrécitos
hipertroficos e diminuicio da sintese da matriz.

Binkley e Krueger (2000), através de estudos in
vitro, admitiram que em animais e no homem o excesso
de vitamina A estimula a reabsorcio dssea e inibe a
formacio do osso, considerando a hipdtese de uma
consequente 0steoporose.

Por outro lado algumas pesquisas contradizem
todos esses relatos. Foi descrito que ap6s o tratamento
com 4cido retindico, 0 mesmo induziu a expressio dos
genes fosfatase alcalina, osteonectina e osteopontina
ocasionando um aumento da atividade APase e
provocando a mineralizacio Ossea. Portanto, o 4cido
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retindico pode ser um potente promotor da maturacio
terminal e da calcificacgio da matriz em condrdcitos
(IWAMOTO et al., 1993). Ainda nesse sentido, postula-
se que o tratamento com 4cido retindico estimula a
proliferacio de condrocitos em cultura (TAKISHITA;
HIRAIWA; NAGAYAMA, 1990).

4 CONCLUSAO

A vitamina A € essencial a0 crescimento e
desenvolvimento 0sseo, entretanto, altas doses da mesma
causam algumas alteracdes no disco epifisirio. Nossos
resultados sugerem que a hipervitaminose A promove
uma maturacio Ossea mais acelerada, resultando
na diminuicio da espessura do disco epifisirio,
intercorrendo no desenvolvimento dos ossos longos
(fémures) dos ratos em crescimento.
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