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“Quem estuda somente 0s homens, adquire o corpo
do conhecimento sem a alma; e quem estuda
somente os livros, a alma sem o corpo. Quem

adiciona observagdo aquilo que Vé, e reflexdo aquilo

que &, estd no caminho certo do conhecimento,
contanto que ao sondar os cora¢des dos outros, ndo
negligencie o seu proprio”.
(Caleb Colton)



RESUMO

O tecido 6sseo sofre influéncias de fatores intrinsecos e extrinsecos. Entre os fatores externos
ou ambientais, encontram-se os metais pesados, como por exemplo, 0 mercurio. O composto
cloreto de mercurio (CM - HgCl,) quando absorvido pelo ser humano, se deposita no tecido
0sseo e gorduroso deslocando minerais nobres dos 0ssos e musculos para a circulagdo,
podendo provocar doencgas. Neste estudo, ratas Wistar foram divididas em 4 grupos: 3m, 6m,
9m e 12 meses (12m) de vida. Os animais tratados com mercurio receberam HgCl, e os
controles, salina por gavagem gastrica. O tratamento iniciou-se aos 30 dias de vida do animal,
5 vezes por semana, durante 60 dias. A dose diaria foi de 0,3mg/kg de peso corporal de HgCl,
e de 0,1ml de salina /100g de peso corporal. Apds esse periodo, o grupo 3m foi sacrificado
logo em seguida por decapitacdo enquanto que 0s demais Qrupos permaneceram sem
tratamento até que completassem a idade desejada. Os animais tiveram seus fémures direitos e
vertebras (L5) retirados para anélise dos pardmetros biométricos, fisicos e biomecénicos. O
tratamento com CM promoveu aumentos dos valores dos pardmetros fisicos e biométricos no
grupo 6m e reducdo no grupo 12m, e inalteracdo nos grupos 3 e 9 meses. Além disso, 0
tratamento com CM promoveu abertura vaginal das ratas tratadas com CM aos 51 dias de vida
enquanto que nos controles essa abertura ocorreu nos 44,4 dias de vida. Concluimos que o
tratamento com HgCl,, na dose de 0,3mg/Kg PC retardou a idade em que ocorre a mudanca
de velocidade do crescimento dos animais, especialmente nos grupos 6m e 12m. Além disso,
a contaminacdo com mercario promoveu fragilidade 6ssea nos animais do grupo 12m,
comprovada pela analise das propriedades biométricas, fisicas e biomecénicas, tanto dos

fémures como das vértebras, além de atrasar a maturidade sexual das ratas.

Palavras chave: tecido 6sseo, cloreto de mercurio, biomecanica 6éssea, ratas.



ABSTRACT

The bone tissue is influenced by internal and external factors and heavy metals, as mercury,
are examples of external or environmental factors. The mercury chloride (HgCl,) when
absorbed by human body, deposits in the bone and fat tissue and dislocates bones and muscles
minerals to circulation, being able to provoke illnesses. In this study, Wistar rats were divided
in 4 groups: 3m, 6m, 9m and 12 months (12m) days of life. The animals were treated with
HgCl, or saline through gavage. The treatment began at 30 days of age, 5 times per week,
during 60 days. The daily dose was of 0,3mg/Kg of body weight (BW) of HgCl, and 0,1ml of
saline/100g BW. After this period, the group 3m was sacrificed immediately afterwards by
decapitation whereas the other groups had remained without treatment until they completed
the desired age. The right femurs and vertebrae (L5) were removed for biometrics, physical
and biomechanics analysis. The treatment with mercury chloride induced higher values of
physical and biometric parameters in the 6m group and lower values in the 12m group and no
modifications in the 3 and 9 m groups, when compared with saline treatment. Moreover, the
treatment with CM promoted rats vaginal opening with 51 days of life in treated group
whereas in the controls this opening occurred in 44,4 days of life.We concluded that the
treatment with HgCl,, in the dose of 0,3mg/Kg BW retarded the age at the speed change of
the growth of the animals, especially in 6m and 12m groups. Moreover, the HgCl, promoted
bone fragility in animals from 12m group, as can be observed by the analysis of the
biometrics, physicals and biomechanics properties, in both femur and vertebrae. The

treatment with CM still delayed the sexual maturity of rats.

Key Words: bone tissue, mercury chloride, bone biomechanic, rats.
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1. INTRODUCAO

O tecido 6sseo e seus elementos esqueléticos sao muito mais do que apenas uma rede de

fixagdo de musculos, possuindo grande variedade de fungdes vitais. Sem o esqueleto para resistir,

a contragdo das fibras musculares seria incapaz de, por si s, fazer-nos andar, sentar ou correr.

Sem algo para traciona-los, os musculos simplesmente iriam ser curtos ¢ redondos (MARTINI,

1998). O osso tem como fungdes primarias:

a)

b)

d)

Suporte — o esqueleto fornece suporte estrutural para todo o corpo. Ossos individualmente ou
em grupos dao estrutura e protecao para tecidos moles e 6rgaos.

Deposito de minerais e lipideos — o tecido 6sseo tem a fungdo de estocar minerais e ions
inorganicos que contribuem para a regulagdo da osmolaridade dos fluidos corporais. Estes
fons e minerais participam de vdarios processos fisioldgicos, inclusive como cofatores
enzimaticos. Os sais de calcio do osso representam uma valiosa reserva mineral que mantém
as concentragdes normais dos ions calcio e fosfato nos fluidos corporais, sendo o calcio o
mineral mais abundante no corpo humano. O esqueleto estoca energia ao armazenar lipideos
nas areas da medula dssea amarela.

Producdo de células sangiiineas — as células vermelhas e brancas do sangue, bem como outros
elementos sangiiineos sdo produzidas na medula dssea vermelha que preenche a cavidade
interna de muitos 0ssos.

Protecdo — muitos orgaos e tecidos delicados sdo cercados por elementos esqueléticos. O
torax protege o coracao e os pulmdes, o cranio engloba o cérebro, as vértebras protegem a
medula espinhal e a pélvis embala delicadamente os 6rgdos dos sistemas reprodutivo e
digestivo.

Sistema de alavancas — muitos ossos funcionam como alavancas que podem alterar a
magnitude e dire¢do das forcas geradas pelos musculos esqueléticos. O sistema de alavancas
multiplica a for¢a gerada durante as contragdes musculares, transformando-as em
movimentos corporais. Os movimentos variam da delicadeza motora da flexdao de um dedo a
movimentos vigorosos nas alteragdes do corpo como um todo (MARTINI, 1998).

A matriz organica contribui com 30% do peso do 0sso e tem como principal componente a

molécula de colageno tipo I (95%). A capacidade do osso de resistir a fraturas depende de sua
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massa e geometria, ¢ também de suas propriedades intrinsecas (material). O tecido 6sseo €
considerado como um composto de dois componentes: coldgeno e mineral (BURR, 2002). As
caracteristicas 0sseas de resisténcia, dureza e elasticidade sdo dadas pela associacdo dos cristais
de hidroxiapatita (componente mineral mais importante do osso — 65% do peso do 0sso) as fibras
de colageno. O osso ¢ forte, um pouco flexivel e muito resistente a fraturas (CARANO e
FILVAROFF, 2003; DOBLARE, GARCIA e GOMEZ, 2004).

Morfologicamente existem duas formas de 0sso: o 0sso trabecular ou esponjoso € 0 0sso
cortical ou compacto. O osso trabecular possui 50-95% de porosidade e ¢ encontrado
principalmente nos ossos cuboidais, chatos e no final dos ossos longos. Neste 0sso, 0s poros sao
interconectados e preenchidos pela medula (tecido composto por vasos sanguineos, nervos €
varios tipos de células cuja principal fungdo € produzir células sanguineas) enquanto que a matriz
ossea tem a forma achatada e possui suportes chamados de trabéculas que tem espessura de
aproximadamente 200 pum e possuem um arranjo variavel. O osso cortical apresenta 5-10% de
porosidade, diferentes tipos de poros e ¢ encontrado principalmente no eixo, meio dos 0ssos
longos e ao redor do osso trabecular formando um tipo de camada dos ossos chatos. O 0sso
cortical tem fungdes mecanicas e de protegdo e o osso trabecular, fungdes metabodlicas
(DOBLARE, GARCIA e GOMEZ, 2004; MARKS ¢ ODGREN, 2002).

O osso pode ser formado ou removido pelas células dsseas. As principais podem ser
classificadas de acordo com suas fungdes:

v" Osteoclastos - participam dos processos de absor¢ido e remodelagdo do tecido dsseo.
Sao células gigantes e multinucleadas, extensamente ramificadas, derivadas da
fusdo de mondcitos que atravessam os capilares sanguineos;

v" Osteoblastos — sintetizam a parte organica da matriz dssea, composta por colageno
tipo I. Também concentram fosfato de calcio, participando da mineralizagdo da
matriz;

v’ Ostedcitos — estdo localizados em cavidades ou lacunas dentro da matriz Ossea.
Destas lacunas formam-se canaliculos que se dirigem para outras lacunas, tornando
assim a difusdo de nutrientes possivel gragas a comunicacdo entre os osteocitos. Os
osteocitos t€ém um papel fundamental na manuten¢ao da integridade da matriz dssea.

O tecido oOsseo pode crescer, modificar sua forma (remodelamento externo ou

modelamento), se auto-reparar quando fraturado e pode continuamente se auto-renovar através do
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remodelamento interno. Todos esses processos sdo governados por fatores mecanicos, hormonais
e fisiologicos. O crescimento e 0 modelamento do tecido dsseo ocorrem em grande parte, durante
a infancia; a consolidacdo de fraturas ocorre apenas durante um reparo de fratura e o
remodelamento interno ocorre durante toda a nossa vida, apresentando um papel fundamental na
evolucdo da microarquitetura Ossea e, conseqiientemente, na adaptacdo das propriedades
estruturais e reparo de microdanos. Durante o crescimento, o processo de remodelamento resulta
em aumento do osso com maior formagao do que absorgao e, com a continuidade do crescimento,
o volume dsseo permanece estatico e a absor¢ao e formagdo dssea sdo balanceadas. Tardiamente,
mais ou menos por volta dos 50 anos, a absor¢do excede a formagdo Ossea o que proporciona
uma diminui¢do da massa Ossea (DOBLARE, GARCIA e GOMEZ, 2004; LOVERIDGE, 1999).
Em resumo, o tecido dsseo em seu estado normal, tem seu pico maximo de desenvolvimento por
volta dos 30 anos de idade. Nesse periodo, a formagdo Ossea prevalece sobre a absorgdo. Por
volta dos 35 a 40 anos ha um equilibrio entre esses dois processos, apos esse periodo a absorc¢ao
prevalece, levando a diminuigdo progressiva da massa 6ssea o que pode ser classificado como
osteopenia (MARTINI, 1998). Muitos fatores podem interferir nesse processo de formacao do
tecido 6sseo como por exemplo: ma alimentagdo, sedentarismo, fatores hormonais, sexo, idade,
fumo, alcool e fatores ambientais (YONAGA et al, 1985; MARCUS, FIELDMAN e KELSEY,
1996; SCHIRRMACHER et al, 1998; JIN et al, 2002; NGUYEN et al, 2003).

Vale ressaltar que as células dsseas sao constantemente renovaveis, havendo formagdo de
novos osteocitos pelos osteoblastos e reabsor¢ao dssea pelos osteoclastos no decorrer de toda a
vida do individuo. O balanco entre as atividades das células ¢ muito importante, porque se a
atividade osteoclastica predomina, o osso fica mais fragil; por outro lado, se a atividade
osteoblastica predomina, o 0sso torna-se muito forte e denso (MACKIE, 2003; MARTINI, 1998).

No que diz respeito ao remodelamento 6sseo pode-se afirmar que este ocorre na superficie
interna da matriz 6ssea (superficie do osso trabecular e sistema de Harvers no osso cortical). O
osso apenas pode ser depositado ou removido pelas células Osseas nestas superficies. Este
processo ndo ¢ realizado individualmente por cada célula 6ssea, mas por grupos de células que

3

funcionam como unidades organizadas, denominadas por Frost (1991) de “unidades basicas
multicelulares” (BMUs). Elas agem no periosteo, enddsteo, superficies trabeculares € no osso
cortical, trocando osso velho por novo. A qualquer momento cerca de 20% da superficie do osso

trabecular ¢ remodelada. Cada BMU ¢ geografica e cronologicamente separada de outro pacote
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de remodelamento. Isto sugere que a seqiiéncia dos eventos celulares responsaveis pelo
remodelamento ¢ controlada localmente, talvez por fatores autdcrinos ou paracrinos (HILL e
ORTH, 1998).

O sinal que da inicio ao remodelamento 6sseo ainda ndo foi identificado. Segundo Hill e
Orth (1998), o estresse mecanico pode alterar a arquitetura 6ssea. Em relacdo a seqiiéncia de
eventos no ciclo do remodelamento normal do osso, a ordem dos acontecimentos € bem
conhecida. De maneira geral, sabe-se que os osteoclastos ativados iniciam o processo de absor¢ado
Ossea € na seqiiéncia ocorre a ativacdo dos osteoblastos que formam e reparam o 0sso
(LOVERIDGE, 1999). Sabe-se que o processo de remodelamento ¢ governado por muitos
processos, entre eles, os hormonais. Portanto os hormodnios calcitrépicos, o hormonio
paratireoidiano, a vitamina D e a calcitonina, alteram a taxa de absor¢do do osso. Além destes, as
citocinas também tém sido caracterizadas como moduladores da absor¢do dssea. Esta agdo das
citocinas parece ser autdcrina e pardcrina, isto ¢ sdo produzidas e agem localmente
(MACDONALD e GOWEN, 1993).

Em se tratando da ossificacdo existem duas formas: a direta (intramembranosa) ou a
indireta (endocondral). A ossificacdo intramembranosa ocorre durante o desenvolvimento
embrionario através da transformacdo direta das células mesenquimais em osteoblastos. Estes
sintetizam o ostedide que logo se mineraliza englobando alguns osteoblastos que se transformam
em ostedcitos. Este tipo de ossificagdo contribui para o crescimento dos ossos chatos e para o
crescimento em espessura dos 0ssos longos e ¢é restrita aos 0ssos da caixa cranial, alguns ossos da
face e partes da mandibula e clavicula. A ossificagdo endocondral € o principal responsavel pela
formacao dos ossos curtos e longos. Tem inicio sobre uma peca de cartilagem hialina e consiste
em dois processos: (1) a cartilagem hialina sofre modifica¢cdes, havendo hipertrofia dos
condrocitos, reducdo da matriz cartilaginosa a finos tabiques, sua mineralizacdo e a morte dos
condrdcitos; (2) as cavidades previamente ocupadas pelos condrécitos sao invadidas por capilares
sanguineos e células osteogénicas vindas do conjuntivo adjacente. Estas células diferenciam-se
em osteoblastos, que depositardo matriz dssea sobre os tabiques de cartilagem calcificada. Desse
modo, ha formagdo de tecido 6sseo onde antes havia tecido cartilaginoso sem que ocorra a
transformacao deste tecido naquele; os tabiques de matriz calcificada da cartilagem servem

apenas de ponto de apoio a ossificagdo (MARKS e ODGREN, 2002).
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Quanto ao comportamento mecanico do tecido dsseo pode-se afirmar que pequenas
mudangas do balango entre a formagdao e absorcdo dsseas, em ciclos repetidos, levardo a
significativas redugdes da massa e for¢a Osseas, podendo resultar em fraturas. Além disso, as
propriedades mecanicas do osso variam significantemente com sua localiza¢ao anatomica devido
a heterogeneidade da composi¢do e estrutura do material (MULLINS, BRUZZI ¢ MCHUGH,
2007).

O comportamento mecanico do osso pode ser estudado em dois niveis: material e estrutural.
As propriedades do tecido Osseo sdo avaliadas através de testes mecanicos com amostras
uniformes desse tecido. Segundo, examinando o comportamento mecanico dos 0ssos, 0s
parametros estruturais podem ser determinados. Esses parametros sdo: for¢a maxima, resiliéncia,
tenacidade e rigidez. Sendo a forca maxima, a maior carga suportada pelo osso antes da fratura;
resiliéncia a quantidade de energia absorvida pelo osso durante a fase elastica, sendo que a
deformagdo sofrida pelo osso até esse ponto ndo € permanente; tenacidade, quantidade de energia
absorvida pelo osso durante a fase elastica e pléstica, sofrendo deformacdes permanentes e;
rigidez, quantidade de for¢a ou energia que o osso pode suportar sem sofrer deformagdes
definitivas (CULLINANE e EINHORN, 2002).

A deposicdo e a absor¢do Osseas continuas desempenham algumas fungdes fisioldgicas
importantes. Em primeiro lugar, o osso adapta habitualmente sua forga ao grau do estresse dsseo.
Por conseguinte, os ossos sofrem espessamento quando submetidos a cargas pesadas. Em
segundo lugar, mesmo a forma do osso pode ser reorganizada para a sustentacdo adequada das
forcas mecanicas, pela deposicdo e absor¢do Osseas, de acordo com o tipo do estresse. Em
terceiro lugar, como o osso velho torna-se relativamente fraco e quebradico, ¢ necessario a
formacdo de nova matriz organica a medida que a matriz antiga sofre degeneragdo. Dessa
maneira, ¢ mantida a rigidez normal do osso. Com efeito, os ossos de criangas, em que a
velocidade de deposigdo e de absor¢do sdo rapidas, sdo pouco quebradigos em comparagao com
os ossos do individuo idoso, quando a velocidade de deposi¢do e de absorcdo ficam lentas
(CARANO e FILVAROFF, 2003; MULLINS, BRUZZI e MCHUGH, 2007).

Em estado normal, o tecido dsseo tem seu pico maximo de desenvolvimento até os 30 anos
de idade. Nesse periodo, a formacao Ossea prevalece sobre a reabsor¢do. Por volta dos 35 a 40

anos ha um equilibrio entre esses dois processos, apds esse periodo a reabsor¢do prevalece,



21

levando a diminuicao progressiva da massa 6ssea o que pode ser classificado como osteopenia
(MARTINI, 1998; BOGLIOLO, 1993).

Com o avango da idade, portanto, os ossos tornam-se finos e relativamente quebradigos.
Mulheres perdem em média 8% de sua massa dssea por década enquanto os homens perdem 3%
(MARTINI, 1998; BALAGUER e OLMOS, 2005).

O climatério promove variadas alteracdes nos diversos sistemas da mulher, incluindo o
tecido 6sseo. Estas altera¢des no sistema 6sseo, decorrentes principalmente da queda da produgao
hormonal e de componente genético, levam a perda de massa dssea em ritmo variavel podendo
culminar na osteoporose (JUNQUEIRA et al, 2001).

Além das alteragGes mencionadas outros fatores, tais como ma alimentacio, sedentarismo e
fatores ambientais, aceleram a perda de massa dssea e, portanto, a antecipagdo de problemas

neste tecido.

Cloreto de Mercurio

Uma das grandes preocupagdes do campo da Saude Publica esta relacionada a fatores
ambientais. Entre eles, a poluicdo quimica de natureza organica ou inorgénica, desencadeada
através dos despejos residenciais e industriais. Poluicdo pode ser definida como qualquer
alteracdo fisica, quimica ou bioldgica que interfira no ciclo bioldégico normal e, portanto, na
composi¢ao da fauna e da flora. A poluigdo aquatica, uma das mais preocupantes, interfere nesse
meio em todas as suas caracteristicas, impossibilitando o consumo humano (AGUIAR e
NOVAES, 2002). Alguns metais pesados sdo substancias altamente tdxicas e por isso nao
compativeis com a maioria dos tratamentos aquaticos. As principais fontes de poluigdo por
metais pesados sdo provenientes dos efluentes industriais, de mineragdo e das lavouras. Desta
maneira, o perigo esta no solo, na dgua e no ar (ATKINSON et al, 2001).

Um composto de metal pesado que possui grande influéncia nesse tipo de contaminagdo
ambiental ¢ o cloreto de merctrio (CM - HgCly), o qual tem sido usado na agricultura como
fungicida, na medicina como anti-séptico topico e desinfetante € na quimica como um
intermediario na producao de outros compostos de merctrio (ALDEN et al, 1993).

O mercurio apresenta-se de trés formas quimicas: 1) mercurio elemento, vapor ou liquido,

2) mercurio inorganico, sais ou minerais e 3) mercurio organico. Todas as formas de mercurio
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sdo interconvertidas no meio em que esta agindo, € o contato com todos os seus tipos pode
produzir intoxicagdo sistémica (GRAEME e POLLACK, 1998). Dentre os tipos de mercurio
inorganico, destaca-se o CM, um agente industrial com efeitos toxicos sobre o sistema imune,
rins, pulmdes, sistema nervoso e trato gastrintestinal (JIN et al, 2002; GRAEME e POLLACK,
1998).

As principais fontes de exposi¢do ao mercurio na forma de vapor sdo decorrentes do
manufaturamento e reparo de termdmetros, baroOmetros, reldgios, transformadores, baterias,
lampadas fluorescentes, e preparagdo e instalagdo do amalgama dentario, bem como na extragao
da prata e do ouro entre outros. A exposi¢cao ao mercurio inorganico ou organico também pode
estar associada a sua sintese ou uso destes na sintese de outros compostos. Compostos organicos
e inorganicos sao usados como pesticidas e embora o uso mercurial tenha declinado na medicina,
muitos compostos sdo usados como desinfetantes e derivados de metoxipropilmerctirio como
diurético na farmacologia de diversos paises. Fenilmercurio ¢ usado como contraceptivo vaginal
em algumas regides e o merctirio amoniado € o ingrediente ativo de cremes para clareamento de
pele (MAGOS, 1997).

Segundo Magos (1997), a emissdao diaria de vapor de mercurio de uma superficie de
amalgama ¢ de 0,73 pg, o qual ¢ igualmente inalado, aspirado ou ingerido. A inalagdo do vapor
de mercurio ¢ extremamente perigosa. Ele ¢ quase totalmente absorvido e 75% ¢ retido em
orgaos como rins e figado (GRAEME e POLLACK, 1998). A absor¢ao do merctrio pode ocorrer
através dos pulmdes, derme e do trato gastrointestinal (MAGOS, 1997). O fato de ser muito
solivel em 4gua e bem absorvido no trato gastrointestinal facilita a expressdo de suas
caracteristicas toxicas (GRAEME e POLLACK, 1998). Quando absorvidos pelo ser humano, o
cloreto de mercurio se acumula nos tecidos biologicos e pode interferir em varios processos
biolodgicos, incluindo respostas imunologicas como a alteragdo da funcdo das células T,
evidenciadas pelas diminui¢des das células T mitogénicas e pelos leucocitos (BRUNET et al,
1993; DIETER et al, 1983).

Em 1956, registrou-se que trabalhadores de fabricas do Japao apresentaram danos cerebrais
devido a um derramamento de cloreto de metil mercirio na baia de Minamata. Este
derramamento causou contaminagdo em peixes €, conseqiientemente, em um grande nimero de
pessoas. Mais tarde, neste mesmo ano, o metil mercurio foi identificado como o agente causador

destes danos no cérebro. Outras contaminagdes ocorreram nos anos subseqiientes através dos
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compostos de mercurio em diversos paises (GRAEME e POLLACK, 1998). Atualmente no
Brasil, o mercurio continua muito empregado nas areas de garimpo, onde ¢ usado para separar o
ouro das impurezas, pois este forma um amalgama com o ouro. Depois da mistura ser aquecida, o
mercurio evapora-se, restando somente o ouro. O amalgama residual ¢ lancado ao rio e o
mercurio incorpora-se a cadeia alimentar, envenenando os rios e, conseqiientemente, os homens
(VASSALLO et al, 1996). De acordo com Nriagu, Souza e Mierle (1992), mais de 650.000
pessoas estdo envolvidas com o garimpo na Amazonia, resultando em uma descarga anual de 90
a 120 toneladas de mercurio para o ecossistema local.

Muitos estudos relatam que a toxidade do mercurio gera radical de oxigénio e que este tem
uma alta afinidade por grupos sulfidricos (SH) de biomoléculas, depletando assim tiols
intracelulares e reduzindo a glutationa. Embora o mecanismo exato da geragao de radicais livres
ndo seja completamente entendido, postula-se que a deple¢do do antioxidante glutationa pelo
mercurio pode ser a causa da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) que induzem
oxidacao lipidica, protéica e de DNA (GRAEME e POLLACK, 1998).

Estudos mostram os efeitos da contaminagdo por mercurio sobre a reproducdo de
humanos e animais. Uma alta taxa de abortos espontaneos foram reportados em casais associados
a aumento da concentracdo de mercurio na urina de pais expostos ao mercurio metalico antes da
gravidez (CORDIE, DEPLAN e MANDEREAU, 1991; SIKORSHI, JUSZKIEWICZ,
PASZKOWSKI, 1987). Similarmente, quando mulheres foram expostas ocupacionalmente ao
mercurio metalico tiveram mais abortos espontaneos, nascimentos de criangas mortas, ma
formacao congénita e formagao irregular, dor ou hemorragia menstrual do que mulheres que nao
foram expostas a este tipo de metal (SIKORSHI, JUSZKIEWICZ, PASZKOWSKI, 1987).

Em animais expostos ao merctrio metalico houve prolongamento do ciclo estral (KHAN et
al, 2004) e Atkinson et al (2001) mostraram que a exposi¢cao ao CM resultou em efeitos adversos
sobre a prole, especialmente nos animais da primeira geragao e, os efeitos da contaminagdo aos
animais da segunda geracdo foram moderados tanto nos machos quanto nas fémeas. Da mesma
forma, Khan et al, (2004) observaram que ratos expostos a diferentes doses de CM tiveram o
indice de fertilidade significativamente reduzido quando comparados ao grupo controle.

Estudos como os de Shimarrcher et al (2008), Dieter et al (1983), Jin et al (2002) entre
outros, indicam que o tecido 6sseo pode sofrer alteragdes da sua estrutura e composicao quando

em contato com o cloreto de mercurio. Entre essas alteragdes podemos citar as mudangas dos
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niveis (do teor de calcio) de calcio. Toimela, Salminen e Téhti (1998), também afirmam que o
mercurio muda os niveis (altera o contetido de célcio de calcio, o que pode levar a varias
conseqiiéncias celulares, como por exemplo, diminui¢ao da densidade dssea. Este efeito pode ser
observado no estudo de Jin et al (2002), onde a aplicagdo do anticorpo anti-metalotioneina
juntamente com cloreto de mercurio em ratos, apresentou significativa reducdo da densidade
mineral Ossea.

Desta forma, buscando observar, confirmar e comparar os efeitos do cloreto de mercurio

sobre o tecido dsseo e sobre a maturidade sexual de ratas Wistar, justificamos este estudo.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral:

Avaliar no animal adulto, possiveis alteracdes Osseas em ratas contaminadas com HgCl,

durante o periodo de desenvolvimento.

2.2 Especificos:

» Observar o comportamento da curva ponderal dos animais controle e tratados com
cloreto de mercurio;

» Verificar os efeitos da contaminagdo do cloreto de merctrio sobre o desenvolvimento
do tecido dsseo de ratas, através das analises das propriedades biométricas, fisicas e
biomecanicas de fémures e vértebras de ratas;

» Observar os efeitos da contaminacdo do cloreto de mercario sobre a maturidade

sexual das ratas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Descricao Geral do Protocolo Experimental

Este protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagdo

Animal da Universidade Federal de Sao Carlos (protocolo 014/2007).

3.1.1 Animais

Foram utilizadas 77 ratas da Linhagem “Wistar” com 30 dias de idade, provenientes
do Biotério Central da UFSCar. Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas em sala sob
condic¢des controladas de temperatura (25 = 2°C) e luz (10 horas claro e 14 horas escuro), com
livre acesso a agua e racao comercial. O peso corporal (PC) das ratas foi coletado a cada 3 dias
durante o periodo da contaminagdo e apds este periodo, 1 vez por semana.

Ao final do experimento, os animais foram sacrificados por decapitacdo em

guilhotina e seus fémures e vértebras foram coletados e congelados para analise posterior.

3.1.2 Protocolo de Tratamento

O tratamento com HgCl, e salina iniciou-se aos 30 dias de vida do animal, 5 vezes por
semana, durante 60 dias. Para tal procedimento, foi utilizado o método de gavagem géstrica, onde

uma sonda ¢ introduzida até o estdmago do animal e a substancia desejada administrada (figura

).



27

Figura 1 — Foto ilustrativa da administragdo de drogas pelo método de gavagem géstrica.

Nos grupos tratados com HgCl,, a dose diaria foi de 0,3mg/Kg de peso corporal e nos
grupos controles, a dose de salina foi de 0,1ml de salina/100g de PC. A dose de HgCl, foi
escolhida por ndo alterar a curva ponderal bem como a ndo ocorréncia de mortalidade, de acordo

com o National Toxicology Program Working Group (NTP, 1993).

Grupos Experimentais

Para a realizacdo deste estudo, as 77 ratas foram divididas em 2 grupos: Controle e
Tratado (HgCly). O tratamento seguiu a seguinte estrutura:
30 dias + 2 meses de tratamento — sacrificio (grupo 3 meses) (n=15);
30 dias + 2 meses de tratamento + 3 meses — sacrificio (grupo 6 meses) (n=18);
30 dias + 2 meses de tratamento + 6 meses — sacrificio (grupo 9 meses) (n=22);
30 dias + 2 meses de tratamento + 9 meses — sacrificio (grupo 12 meses) (n=22);

Os grupos controles, que receberam salina, seguiram a mesma estrutura do seu respectivo

grupo.
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3.2 Parametros Analisados

3.2.1 Propriedades Biométricas

Inicialmente foram feitas as mensuragdes de comprimento, didmetros maior € menor da
diafise dos fémures direitos dos animais estudados. Nas vértebras (L5) foram feitas medidas da

altura maxima. Para isso, foi utilizado um paquimetro.
3.2.2 Propriedades Fisicas

Apo6s as mensuragdes de comprimento, didmetros e altura, os ossos foram mantidos em
agua destilada e colocados em um dessecador durante 24 horas com a finalidade de retirar o ar
dos poros 0sseos. Em seguida foram feitos os pesos imersos (Pi) e imidos (Pu), para determinar o
volume 6sseo segundo o principio de Arquimedes.

Volume Osseo = Pu-pmi (cm3)

P

Os ossos foram colocados em uma estufa a 100° C durante 24 horas. Em seguida, foi
realizado o peso seco (Ps) e colocados em uma mufla a 800°C durante 24 horas para obtencdo do
peso das cinzas (Pm).

As propriedades fisicas de densidade 6ssea, densidade mineral, percentual 6sseo de dgua e

de material orgadnico e mineral também foram determinadas através das seguintes férmulas:

Densidade Ossea = L(y 3)
VolumeOsseo \/ €M

Densidade Mineral = P—m(y 3)
VolumeOsseo \/ €M

100x(Pu — Ps)

Percentual OSSGO de Agua = P
u
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100x(Ps — Pm)

Percentual Material Organico = 5
u

100xPm
Pu

Percentual Material Mineral =

Onde:

Pu = peso umido 6sseo
Ps = peso 0sseo da amostra desidratada
Pi = peso imerso 0sseo
Pm = peso do material mineral (cinzas)

p = densidade da dgua

As mensuragdes foram realizadas utilizando uma balanca eletronica (marca Chyo).

3.2.3 Propriedades Biomecanicas

Os ensaios biomecanicos de flexao a trés pontos do fémur direito e o teste de compressao
de vértebras, foram realizados em uma maquina universal Instron, modelo 4444 (figura 2), apds
as amostras serem descongeladas a temperatura ambiente. O teste de flexdo a trés pontos foi
realizado com os fémures onde as extremidades destes ossos ficaram apoiadas em dois roletes
com didmetro de 3 mm, distanciados em 21,70 mm e a carga aplicada na regido central de cada
0sso (ROBLING, CASTILLO e TURNER, 2006; SHIMANO, SHIMANO ¢ VOLPON, 2002;
AKHTER, 2003 et al., AKHTER et al, 2004). A c¢lula de carga foi de 1KN. No inicio do teste
foi aplicada uma pré-carga de 10N por uma haste cilindrica com um rolete de 3 mm na
extremidade, no sentido pdstero-anterior e perpendicular ao eixo longitudinal para estabilizar o
féemur. Apos a estabilizacdo ¢ a acomodagdo foi aplicada uma forga no mesmo sentido, com

velocidade constante de 0,5 cm/min., até o momento da fratura do osso.
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Figura 2: Maquina universal Instron (modelo 4444). Utilizada para o ensaio de flexao a trés pontos em fémur de rato,
bem como para o teste de compressdo de vértebras. A: painel de controle; B: haste cilindrica para a aplicacdo de
carga (forga); C: osso; D: suporte; E: célula de carga ligada a ponte de extensiometria.

Para realizagdo do teste de compressdo das vértebras, a vértebra L5 foi separada das
demais. Os processos espinhosos, 0s processos transversos e o arco vertebral foram retirados. As
extremidades dos corpos das vértebras foram levemente lixadas na inten¢do de obter uma
superficie plana na qual o osso pudesse ficar apoiado. A forga foi aplicada no sentido cranio-
caudal a uma velocidade constante de 2mm/mim até a compressao de 2/3 da altura da vértebra.

Os valores obtidos das cargas aplicadas e das deformagdes foram registrados pelo
software Instron Series IX e a partir destes foram confeccionados os graficos carga Vs

deformagdo onde foram obtidas as principais propriedades biomecanicas dos ossos (figura 3).
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B - Forga Maxima

B
Fase
Plastica A: Resiliéncia
B: Forga Maxima
Tg a: Rigidez
Carga D: Tenacidade

Deformacao

Figura 3 — Curva for¢a deformagfo esquematica obtida num teste biomecanico, pela qual se obtém os pardmetros

biomecanicos que foram utilizados.

3.2.4 Determinagéo da abertura vaginal das ratas

As ratas foram observadas durante a fase pré-puberal, para verificacdo da ocorréncia da
abertura vaginal. Todos os dias, no mesmo horario, observava-se a ocorréncia ou nao da abertura
vaginal. Em caso de abertura, anotdvamos o dia em que ocorrera. A partir do momento em que a
rata perde a membrana que recobre a vagina, verifica-se que este animal estd em fase de

maturidade sexual.
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4. ANALISE ESTATISTICA

A anélise dos resultados dos diferentes parametros entre os grupos 3m, 6m, 9m e 12m
(MEDIA + EPM), foi realizada utilizando o teste Kruskal-Wallis e nos casos significativos
utilizou-se o teste de Dunn para discriminar a diferenga. Para a comparac¢do entre mercurio e
salina foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, conforme adequagdo ao software

INSTAT. O coeficiente de variagao foi p<0,05.

5. Normas técnicas referentes a elaboracao deste trabalho

As referéncias e citagdes, bem como a estrutura geral deste trabalho seguem as normas da

Universidade Federal de Sdo Carlos/UFSCar versao on-line, acesso em novembro de 2008.
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6. RESULTADOS

6.1 Parametros biométricos do fémur dos animais dos grupos experimentais

A evolugdo ponderal dos animais dos grupos 3m, 6m, 9m e 12m pode ser observada nas
figuras 4, 5, 6 e 7. Observa-se que em todos os grupos nao houve diferenca de PC inicial nem
final dos animais. Este dado ¢ importante, pois verifica-se que os grupos experimentais tiveram a
mesma condi¢do inicial e que os animais ganharam peso de maneira semelhante durante todo o
experimento. Além disso, as figuras 4 a 7 mostram em que semana os animais passaram a ganhar
peso em velocidade diferente, ou seja, entre a 7* ¢ a 11* semana a curva ponderal muda de
inclinagdo. Através dessas andlises observamos que os grupos 3m alteram a velocidade de
crescimento em idades semelhantes (7,94 e 6,90 semanas). O grupo 6m e 12m tratados com
mercurio apresentam alteracdo da velocidade de crescimento mais tardiamente (9,14 e 10,78
semanas, respectivamente) em relagdo a seus controles (7,31 e 9,75 semanas, respectivamente).
Os grupos 9m nao apresentaram diferencas na idade de mudanga de velocidade de crescimento

(9,74 ¢ 9,77 semanas).
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Figura 4 - Evolucdo ponderal dos animais dos grupos 3m e respectivas curvas de regressdo, indicando a idade em
que ocorre mudanga de inclinagao da curva.
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Figura 5 - Evolugdo ponderal dos animais dos grupos 6m e respectivas curvas de regressao, indicando a idade em
que ocorre mudanga de inclinagdo da curva.
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Figura 6 - Evolucdo ponderal dos animais dos grupos 9m e respectivas curvas de regressdo, indicando a idade em
que ocorre mudanga de inclinagdo da curva.
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Figura 7 - Evolugdo ponderal dos animais dos grupos 12m e respectivas curvas de regressdo, indicando a idade em
que ocorre mudanga de inclinagao da curva.
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O comprimento do fémur e didmetros maior ¢ menor da diafise femural dos animais dos
grupos experimentais estdo expressos na tabela 1. Entre os grupos com mesma idade, observa-se
que apenas o grupo 12m apresenta diferengas nesses parametros em relagdo ao seu controle, ja
que houve reducao dos valores de comprimento e diametro maior, no entanto o didmetro menor
nao apresentou diferenca. Observa-se, entre os grupos salina a evolucdo do comprimento dos
fémures uma vez que os grupos 9m e 12m foram significativamente maiores que o grupo 3m. Da
mesma forma, no grupo mercurio, percebe-se o aumento do comprimento dos seus fémures ja
que o mercurio 6m, 9m e 12m sdo significativamente maiores que o 3m. Em relacdo aos
diametros maior e menor, observamos o mesmo comportamento tanto no grupo salina quanto no
grupo mercurio, ou seja, o aumento dos didmetros maior ¢ menor a medida que os animais vao

crescendo.

Tabela 1 — Comprimento femural e diametros maior e menor da didfise femural dos animais dos diferentes grupos
experimentais. Valores expressos em média + EPM.

Comprimento 3m 6m 9m 12m
(mm)
Salina 32,6 +0,2 35,7+0,2 36,8 +0,3° 37,0 £0,2°
Mercurio 323+0,4 36,2 +0,2° 36,1 +£0,2° 35,6 £0,2*
@ > (mm)
Salina 3,6 £0,07 4,1 £0,06 3,9+0,07 4,1 £0,04°
Mercurio 3,5+0,04 4,1 +0,05° 4,0+ 0,07 3,9+0,07*¢
@ < (mm)
Salina 2,6 +£0,04 29+0,07 3,0 +£0,05° 3,1 £0,03"
Merctirio 2,7+ 0,06 3,1+0,03° 3,1 +0,03° 3,0 £0,05°

p<0,05 para: a- em relagdo ao grupo 3m; b- em relagdo ao grupo 6m, c- em relagdo ao grupo 9m e d- em relagdo ao
grupo salina.
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6.2 Parametros fisicos do fémur dos animais dos grupos experimentais

A tabela 2 e os graficos apresentados nas figuras 8-11 apresentam os valores dos parametros
fisicos dos fémures dos animais de todos os grupos experimentais. Entre os grupos de idades
iguais, observamos que no grupo 3m o percentual de material organico foi maior no grupo tratado
com CM em relagdo ao seu controle (figura 10). Nao houve diferenga entre os demais parametros
deste grupo. O grupo 6m apresentou maior peso das cinzas (tabela 2), da densidade dssea, da
densidade mineral, ¢ do percentual de material mineral dos fémures dos animais tratados com
CM (figuras 8, 9 e 11) em relagdo ao grupo salina. O grupo 9m tratado com mercurio apresenta
menores valores de percentual de material organico em relagdo ao seu controle (figura 10). Os
demais pardmetros ndo apresentam diferencgas. O grupo 12m demonstra menores valores de peso
das cinzas e do volume 6sseo dos animais tratados comparados ao seu controle (tabela 2). Os
demais parametros ndo foram diferentes neste grupo. Analisando o peso das cinzas entre apenas
os grupos salina 3m e 6m observamos que o grupo salina 6m € possui maior peso das cinzas
comparado ao grupo salina 3m, no entanto ao compararmos todos os grupos, essa diferenca
desaparece.

Observamos que durante o periodo experimental houve evolugdo dos valores dos
parametros fisicos tanto no grupo salina quanto no tratado com merctrio, com aumento do
percentual de material mineral e material organico e consequentemente diminui¢do do percentual
de 4gua. Especificamente, observa-se que o peso das cinzas no grupo salina 3m, ¢
significativamente menor que nos grupos 9m e 12m, da mesma forma, o grupo 6m ¢ menor que o
grupo 12m. Por outro lado, entre o grupo mercurio, o grupo 3m ¢ significativamente menor que
os grupos 6m, 9m e 12m. O volume 6sseo também apresenta 0 mesmo comportamento, ou seja,
no grupo salina o volume dsseo do grupo 3m € menor apenas que os grupos 9m e 12m e no grupo
mercurio, o volume 6sseo do grupo 3m ¢ menor que os demais grupos. Como esperado, o
percentual de agua dos fémures diminuiu a medida que os animais cresceram. No grupo salina
este parametro foi significativamente maior no grupo 3m que nos grupos 9m e 12m. Igualmente,
no grupo mercurio o fémur dos animais do grupo 3m também apresentou maiores percentuais de
agua que os demais grupos (tabela 2).

Notamos que a densidade 6ssea (figura 8) e a densidade mineral (figura 9), apresentam o

mesmo comportamento, ou seja, o grupo salina 3m foi menor que os grupos 9m e 12m e no grupo
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mercurio o grupo 3m foi menor que os demais grupos. O percentual de material organico dos
animais dos grupos experimentais mostra, na figura 10, que o grupo salina 3m ¢ menor que 0s
grupos 9m e 12m e que no grupo mercurio nao houve diferenga, apesar da tendéncia. Em se
tratando do percentual de material mineral (figura 11), observa-se que o grupo salina 3m mantém
o padrdo de ser menor que os grupos 9m e 12m e de ser menor que todos os demais grupos no

grupo mercurio.

Tabela 2 - Parametros fisicos do peso das cinzas, volume 6sseo ¢ percentual de agua dos fémures dos animais dos
grupos experimentais. Valores expressos em média + EPM.

Peso das Cinzas (g) 3m 6m 9m 12m
Salina 0,248+0,006 0,337+0,007" 0,377 £0,007*  0,402+0,008"°
Merctrio 0,240+0,007 0,381£0,007*%" 0,382 £ 0,009 0,371+ 0,009*¢
Volume Osseo
(cm’)
Salina 0,44+0,011 0,51+0,009 0,49+0,04° 0,56+0,009°
Mercirio 0,410,012 0,53+0,009° 0,53+0,008" 0,52 +£0,009*¢
% Agua
Salina 43,2+0,7 38,2::0,66 35,9 + 0,39 34,8 +0,51*°
Mercirio 42,02+0,7 36,4+0,22° 35,6+ 0,69° 35,8+ 0,46

p<0,05 para: a- em relagdo ao grupo 3m; b- em relagdo ao grupo 6m, c- em relagdo ao grupo 9m, d - em relagdo ao
grupo salina e * iguais para teste Mann-Whitney.
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Figura 8 - Evolugio dos valores de densidade dssea dos fémures dos animais dos grupos experimentais.
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Figura 9 - Evolugao dos valores de densidade mineral dos fémures dos animais dos grupos experimentais.
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Figura 10 - Evolugdo dos valores de percentual de material organico dos fémures dos animais dos grupos
experimentais.
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Figura 11 - Evolu¢do dos valores de percentual de material mineral dos fémures dos animais dos grupos
experimentais.
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6.3 Parametros biomecéanicos do fémur dos animais dos grupos experimentais

Os valores das propriedades biomecanicas do fémur dos animais obtidas através do teste de
flexdo a trés pontos estdo expressos na tabela 3 e figura 12. Em relacdo aos grupos de mesma
idade, verifica-se que, no grupo 3m, o tratamento com cloreto de mercurio nao interferiu sobre as
propriedades biomecanicas, visto que ndo houve diferenca em nenhum dos pardmetros desse
grupo. No grupo 6m os valores de for¢a maxima dos animais tratados com CM foram maiores
comparados aos seus controles. Os demais pardmetros biomecanicos nao apresentam diferencas.
O grupo 9m ndo apresenta diferenca em nenhum dos parametros biomecanicos. Ja o grupo 12m
apresenta menores valores de resiliéncia e tenacidade dos animais tratados com CM em relagao
aos controles.

Observando o comportamento desses parametros de forma evolutiva, vemos que houve
aumento dos valores dos parametros biomecanicos a medida que os animais cresceram. Podemos
perceber que ndo houve alteragdo do deslocamento maximo, nem entre o grupo salina, nem entre
o grupo mercurio de todos os grupos experimentais. No entanto, o grupo salina 3m tem menor
resiliéncia que os grupos salina 9m e 12m e o grupo salina 6m também apresenta menor
resiliéncia que o grupo salina 12m. Entre os grupos mercurio, o grupo 3m tem menor resiliéncia
apenas que o grupo 9m. Quanto a tenacidade, na analise de evolugao nao houve diferenca entre
os grupos salina e nem entre os grupos mercurio. Por outro lado, a rigidez ¢ a forga maxima
apresentam o mesmo padrdo de comportamento da resiliéncia, onde entre os grupos salina, o
grupo 3m € menor que os grupos 9m e 12m e entre os grupos mercurio, o grupo 3m foi € menor
que os grupos 6m, 9m e 12m. Se fizermos o teste entre apenas os grupos 3m e 6m, observaremos
que existe significancia entre os mesmos, o que nao acontece quando analisamos com todos os

demais grupos.
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Tabela 3 — Parametros biomecéanicos dos fémures dos animais dos grupos experimentais obtidos com o teste de
flexdo de pontos. Valores expressos em média = EPM.

Desl Max (cm)
Salina
Mercurio
Resiliéncia (J)
Salina
Mercurio
Tenacidade
(Mpa)
Salina

Mercurio

Rigidez (N/cm)

Salina

Mercurio

3m
0,80 £ 0,04
0,76 + 0,03

20.107+4.107
20.10°+3.10°
87.10* +5.10™

80.10*+15.10™

1322+ 5,62
126,2+7,19

6m
0,64+ 0,03
0,65+ 0,01

30.10°+4.107
30.10°+2.107
74.10* £8.10™

90.10% +6.10™

178,53+14,11"
195,03+6,63°

9m
0,83 +0,14
0,67 £0,01

45.10°+2.107°

45.107+£2.107¢

80.10+3.10™

90.10%+4.10™*

202,1046,63"
212,11£10,46°

12m
0,64+0,05
0,75+0,14

48.107°+£2.107 P

39.1073%1.1034

101.10%+5.10*

76.107%+4.107*¢

216,9249,17*
211,08+11,57*

p<0,05 para: a - em relagdo ao grupo 3m; b - em relagdo ao grupo 6m, ¢ - em relacdo ao grupo 9m, d - em relagdo ao
grupo salina e * iguais para teste Mann-Whitney.
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p<0,05 para: a - em relagdo ao grupo 3m; b - em relacéo ao grupo 6m, c - em relacéo ao grupo 9m e d - em relacéo ao grupo salina.

Figura 12 - Evolugdo dos valores de forca maxima dos fémures dos animais dos grupos experimentais obtidos com o

teste biomecanico.
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6.4 Altura e propriedades biomecénicas das vertebras (L5) dos animais dos grupos

experimentais

A altura maxima, obtida através de medigdo com paquimetro o deslocamento maximo e a
forca méaxima obtidos através do teste de compressao de vértebras (L5) dos animais dos grupos
experimentais estdo expressos na tabela 4 e figura 13. Observamos que a altura da vértebra
aumenta com o crescimento do animal. Entre os grupos de mesma idade, observamos que ndo
houve diferenga dos valores de altura méaxima em nenhum dos grupos experimentais (tabela 4), ja
em relacdo aos parametros biomecanicos, nota-se que apenas o grupo 12m tratado com CM
apresenta menor for¢a maxima em relagdo ao grupo salina por outro lado, observamos que o
grupo 6m apresenta uma tendéncia em aumentar a for¢a maxima dos fémures tratados com CM
em relag¢do ao grupo controle (figura 13). Observamos ainda, que ndo houve diferenga em relacao
ao deslocamento maximo de nenhum dos grupos experimentais.

Com o crescimento dos animais, observamos entre os grupos salina que as vértebras do
grupo 3m tém menor altura que as dos grupos 9m e 12m. Entre os grupos mercurio, as vértebras
do grupo 3m sdo menores apenas que as do grupo 6m. O deslocamento maximo desse 0sso no
teste biomecanico ndo apresentou diferenca entre os grupos. No entanto, a forca maxima (figura
13) entre os grupos salina apresentou-se diferente, pois as vértebras dos animais do grupo 3m
tiveram menor for¢ga maxima que as do grupo 12m. Entre os grupos mercurio, a forca maxima do

grupo 3m apresenta-se menor apenas que a do grupo 6m.
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Tabela 4 — Altura maxima obtida através de medi¢do com paquimetro e deslocamento maximo obtido no teste de
compressao das vértebras (L5) dos animais dos diferentes grupos experimentais. Valores expressos em média +

EPM.
Altura max (mm) 3m 6m 9m 12m
Salina 6,6 0,10 6,9+0,14 7,0 £0,10° 7,2 +£0,06"
Merctrio 6,6 +0,16 7,2 £ 0,09 7,1+0,05 6,9 +0,14
Desl Max (mm)
Salina 1,1+£0,3 1,5+0,6 1,1 £0,1 1,5+0,4
Merctrio 1,5+0,4 1,4+03 2,0+0,4 1,6 0,3

p<0,05 para: a - em relagdo ao grupo 3m; b - em relagdo ao grupo 6m, ¢ - em relagdo ao grupo 9m e d - em relagdo

ao grupo salina.

FORCA MAXIMA (N)
-
&
1

—u—SALINA
—e— MERCURIO

Idade (meses)

p<0,05 para: a - em relagéo ao grupo 3m; b - em relagdo ao grupo 6m, ¢ - em relagdo ao grupo 9m e d - em relacdo ao grupo salina.

Figura 13 - Evolugdo dos valores de forga maxima das vértebras (L5) dos animais dos grupos experimentais, obtida

através do teste de compressdo.
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6.5 Parametros fisicos das vértebras (L5) dos animais dos grupos experimentais

Os valores dos parametros fisicos das vértebras (L5) dos animais dos grupos experimentais
estdo expressos na tabela 5 e nos graficos das figuras 14-17. Entre os grupos com idades iguais
observamos que no grupo 3m ndo houve diferenga em nenhum dos parametros analisados. No
grupo 6m o unico parametro que apresenta diferenca é o peso das cinzas, sendo este maior no
grupo tratado com cloreto de mercurio do que no controle. Os animais tratados com CM do grupo
9m apresentam maior percentual de 4gua e menor percentual de material mineral em relagdo a
seu controle. No grupo 12m o peso das cinzas e do percentual de 4gua foram maiores no grupo
tratado em relacdo ao seu controle e os valores de densidade mineral e de percentual de material
mineral das vértebras foram menores nos animais do grupo tratado com CM em relagdo a seus
controles.

No que diz respeito a evolucdo dos parametros fisicos das vértebras dos animais, notamos
que o peso das cinzas dos grupos salina 3m foi menor que o grupo 12m e entre os grupos
mercurio, o grupo 3m apresentou menor peso das cinzas quando comparado aos grupos 6m e 9m.
Inesperadamente, o volume 6sseo das vértebras dos animais mostrou que, no grupo salina, o
grupo 6m apresentou aumento desse pardmetro comparado ao grupo 12m. Da mesma forma,
houve aumento do volume 6sseo do grupo 9m quando comparado ao grupo 12m. Entre os grupos
mercurio, o grupo 3m apresentou menor valor de volume 6sseo comparado aos grupos 6m e 9m e
o grupo 12m teve menor valor de volume 6sseo que os grupos 6m e 9m. O percentual de agua das
vértebras dos animais foi maior apenas no grupo salina 6m comparado ao grupo salina 12m.
Ainda observando o comportamento desse tecido Osseo frente ao tratamento com cloreto de
mercurio, podemos notar na figura 14 que a densidade 6ssea dessas vértebras foi maior no grupo
salina 12m comparado aos grupos 3m, 6m e 9m. No grupo mercurio observa-se que o grupo 12m
teve maior densidade Ossea que os grupos 6m e 9m, ndo apresentando diferenca em relagdo ao
grupo 3m. Os parametros de densidade mineral se comportaram de maneira similar apenas em
relagdo aos grupos salina, pois no grupo mercurio a densidade mineral do grupo 12m foi maior
que a dos grupos 3m, 6m e 9m (figura 15). O percentual de material organico desse tecido
mostrou que entre os grupos salina, o grupo 6m apresentou menores valores de percentual de
material organico que o grupo 9m, e este também foi maior que o grupo 12m. Entre os grupos

mercurio, os grupos 3m e 9m foram maiores que o grupo 12m (figura 16). Finalmente, quanto ao
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percentual de material mineral do grupo salina, vé-se (figura 17), que os grupos 3m e 6m tiveram
menores valores desse parametro que o grupo 12m. Por outro lado, o grupo mercurio nado

apresentou diferenga entre os grupos.

Tabela 5 - Parametros fisicos das vértebras (L5) dos animais dos grupos experimentais. Valores expressos em média
+ EPM.

Peso das Cinzas (g) 3m 6m 9m 12m
Salina 0,028 +£0,001 0,033+ 0,001 0,035+ 0,001 0,040+0,001*
Merciirio 0,027+0,001 0,037+0,001*¢ 0,036+ 0,001 0,034 + 0,002°
Volume Osseo
(cm?®)
Salina 0,04 = 0,002 0,05 £ 0,003 0,05 £ 0,002 0,04 + 0,002°¢
Mercurio 0,04 £ 0,003 0,06 £+ 0,002* 0,05 +0,001° 0,04 + 0,002°¢
% Agua

Salina 422 +1,1 443+1,4 39,4+£0,7 39,1 0,6b
Merctirio 414+09 42,5+ 04 42,0+ 0,7 42,4+ 08¢

p<0,05 para: a - em relagdo ao grupo 3m; b - em relagdo ao grupo 6m, ¢ - em relagdo ao grupo 9m e d - em relagéo
ao grupo salina.
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p<0,05 para: a - em relagdo ao grupo 3m; b - em relagdo ao grupo 6m, ¢ - em relagdo ao grupo 9m e d - em relagdo ao grupo salina.

Figura 14 - Evolugdo dos valores de densidade dssea das vértebras (L5) dos animais dos grupos experimentais.
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Figura 15 - Evolugéo dos valores de densidade mineral das vértebras dos animais dos grupos experimentais.

—m— SALINA
—e— MERCURIO
23,0
22,54
O 220
O
Z
« _
T s
&
T 21,04
<
]
20,5
g ¢
c
s 200+ }
1954 ai:
T : : : :
3 6 9 12

Idade (meses)

p<0,05 para: a - em relagé@o ao grupo 3m; b - em relagéo ao grupo 6m, ¢ - em relagcdo ao grupo 9m e d - em relag&o ao grupo salina.

Figura 16 - Evolucdo dos valores de percentual de material organico das vértebras dos animais dos grupos
experimentais.
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p<0,05 para: a - em relagéo ao grupo 3m; b - em relagéo ao grupo 6m, ¢ - em relagéo ao grupo 9m e d - em relagéo ao grupo salina.

Figura 17 - Evolugdo dos valores de percentual de material mineral das vértebras dos animais dos grupos
experimentais.

6.6 Efeitos do mercurio sobre a abertura vaginal das ratas

A tabela 6 apresenta a idade em que ocorreu a abertura vaginal das ratas durante o
tratamento com cloreto de merctrio ou salina. Nela observamos que este metal atrasa a

maturidade sexual desses animais.

Tabela 6 — Dias de vida dos animais quando ocorreu a abertura vaginal. Valores expressos em média + EPM.
Salina Merctrio

Dias de Vida 44,4 + 1,02 51,0£1,8*

"p < 0,05 vs salina correspondente.
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7. DISCUSSAO

A iniciativa de trabalharmos com a dose de 0,3mg/Kg de PC de cloreto de mercurio
(HgCl,), foi feita de acordo com dados da literatura (NTP, 1993) que mostra que esta dose nao
influencia a curva ponderal dos animais. A massa corporal exerce estresse mecanico sobre os
0ssos € pode contribuir para o ganho de massa 6ssea (BERG e HARMISON, 1957; BURR,
ROBLING e TURNER, 2002), portanto a homogeneidade do peso corporal é uma variavel
bastante importante. Diante disso, observamos que todos os grupos experimentais apresentam
crescimento semelhante de PC e que entre a 7* e 11* semana ocorre alteragdo da velocidade de
crescimento (figuras 4 - 7). Observamos que os grupos 3m e 6m tratados com mercurio
apresentam diferenca de idade quando ocorre alteragdo do ganho de PC em relacdo a seus
controles. No entanto, o grupo 3m tratado com CM mudou a velocidade do crescimento do PC
antes do grupo salina, enquanto que o grupo 6m tratado com CM mudou a velocidade de
crescimento do seu PC apds a do grupo controle. O grupo 12m tratado com mercuirio apresenta
uma tendéncia em mudar a inclina¢do da curva ponderal ap6s a do grupo controle.

Dados da literatura afirmam que o tratamento com mercurio promove diminui¢do do
consumo alimentar ¢ do PC (RAMALINGAM ¢ VIMALADEVI, 2002; NTP, 1993; SIDDIQI ¢
ALHOMIDA, 2005; KHAN et al, 2001), dependendo do periodo de contaminagdo e¢ da dose
ingerida. Outros autores como Yonaga et al (1985) ainda afirmam que, como o mercurio induziu
mudangas sobre o PC, o qual tem sido usado como indicador do crescimento, sugere-se que o
mercurio afeta o crescimento corporal. Entretanto, em nosso estudo ndo verificamos mudancas de
ganho de PC produzida pela contaminacdo com cloreto de mercurio apesar da alteracdo do
comportamento da curva ponderal.

Na intengdo de observar os efeitos do cloreto de mercurio sobre o tecido 6sseo de ratas,
buscamos na literatura dados que nos permitissem afirmar que realmente este metal, ao ser
ingerido ou injetado, chega ao tecido 6sseo e tem acdo sobre o mesmo. Autores como Rothschild
e Duffy (2005) observaram maior presenga deste metal no tecido dsseo de aves quando
comparado a outros tecidos. Estas aves foram coletadas em areas contaminadas do norte do
pacifico e do Alaska e sdo bons objetos de estudos para verificar a concentracdo de mercurio
porque elas se alimentam em diferentes regides, podem viver por muito tempo e sdo abundantes e

distribuidas extensamente. Neste estudo foi observado que a concentragdo total de merctrio no
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osso variou de 0,7 a 4229 ng/g. Igualmente, Chardi, Fuster e Nadal (2007) também
quantificaram o bioacimulo de mercurio no tecido 6sseo de 105 mamiferos mussaranho de
dentes brancos (Crossidura russula) em areas poluidas do Ebro Delta. Nas ilhas Medas foram
coletados os controles, ja que nao ha presenga de mercurio por ser um local nao afetado pelas
atividades humanas. A deposicdo de mercurio nos ossos desses mamiferos revelou diferencas
dependentes do sexo, da idade e do local de captura dos animais.

Em nosso trabalho ndo analisamos a presenca deste metal no osso. Porém Ferreira (2008) e
Mochiutti (2008) utilizando o mesmo protocolo experimental e dose diaria de 2,5 mg/kg PC de
HgCl, e de 0,625mg/kg de peso corporal (PC) de HgCl, respectivamente, detectaram a presenca
do elemento mercurio no tecido 6sseo de ratos.

No entanto, a forma pela qual o mercurio se incorpora ao tecido Osseo ainda ndo estd
completamente elucidada, além de ser dificil dosar a concentracdo de mercurio neste tecido.
Alguns autores como Anner e Moosmayer (1992) mostram que a ligacdo do merctrio a regido de
interface da molécula de Na'-K'-ATPase esta implicada no transporte ativo mediado pela Na'-
K'-ATPase e que o mercurio induz a inibi¢io do transporte de potassio. Essa inibicio do
transporte de ions potdssio aumenta os niveis intracelulares de ions sédio levando a um aumento
da concentra¢do de calcio intracelular, o que resulta numa extrusdo mais lenta dos ions calcio
pelo trocador Na'-Ca®". Portanto, mais fons célcio permanecem no interior da célula. Gallagher,
Noelle, Mccann (1995) também observaram a afinidade do mercurio a regido de interface da
molécula de Na'-K '-ATPase através de experimentos com cloreto de mercurio demonstrando que
nos linfocitos B de humanos o movimento destes ions (principalmente ions potdssio) pela
membrana plasmatica ¢ de vital importancia para que se inicie o processo mitogénico. Neste
experimento houve uma possivel associacdo deste metal a molécula de Na'-K'-ATPase levando a
supressao da passagem de ions potassio. Outro mecanismo afirma que os metais ao se ligarem em
sitios nucleofilicos de determinadas moléculas bioldgicas, formam complexos capazes de imitar
estruturalmente e funcionalmente os substratos endégenos que normalmente se ligam ou ocupam
os locais ativos de proteinas carreadoras, canais, proteinas estruturais, enzimas e/ou fatores de
transcrigdo. Segundo Gallagher, Noelle, Mccann (1995), nos ultimos anos, um numero de
proteinas carreadoras tem sido relacionadas com o transporte de alguns metais pesados como os
transportadores de anion organicos (OAT1 e OAT3) os quais possuem relacdo com o transporte

de formas inorganicas e organicas do Hg em células epiteliais renais, endoteliais e em células
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gliais. O transporte molecular mimetizado apresenta os meios preliminares para a entrada e saida
de determinados metais através destes transportadores (ASLAMKHAN et al, 2003; ZALUPS e
AHMAD, 2004; ZALUPS, 2000). Além disso, a similaridade de tamanho e de carga de varios
compostos de mercurio, particularmente o HgCl,, aos fons fisiologicos como Na® e Ca*" sugerem
que estes compostos entram na célula via canais i6nicos (MIYAMOTO, 1983).

Em nosso estudo observamos que no grupo 3m tratado com CM houve um significativo
aumento do percentual de material organico dos fémures dos animais tratados com CM em
relacdo a seu controle (figura 10). Isto poderia levar a aumentos tanto da densidade Ossea e
mineral quanto da forga maxima no ensaio biomecanico. No entanto esses parametros
permaneceram sem alteracdo. Quanto as vértebras desses animais, ndo houve alteracdo em
nenhum dos parametros analisados. No grupo 6m observamos um aumento do percentual de
material mineral dos fémures dos animais tratados com merctrio em relacdo a seu controle.
Nestas condic¢des, poderiamos encontrar maiores valores de densidade 6ssea e_mineral para os
animais tratados com CM quando comparados a seu controle bem como aumento do peso das
cinzas. Quanto a biomecanica deste tecido, a forca maxima dos fémures dos animais tratados com
mercurio poderia ser maior. Estas hipoteses realmente se confirmaram nos animais do grupo 6m.
Em se tratando das vértebras desses animais observamos que no grupo 6m tratado com CM
houve aumento do peso das cinzas em relagdo ao controle além de tendéncia em aumentar os
valores de forca maxima das vértebras dos animais tratados com mercurio em relagdo ao grupo
controle (figura 13).

Com o panorama do grupo 9m observamos diminui¢do do percentual de material orgénico
dos fémures dos animais tratados com mercurio em relagdo ao seu controle o que poderia levar a
diminui¢do da densidade 6ssea e mineral bem como da for¢a maxima dos fémures dos animais
tratados comparados ao controle. No entanto, nenhum desses parametros sofreu alteracao. Quanto
a vértebra, observamos que neste grupo houve diminui¢ao do percentual de material mineral das
vértebras dos animais do grupo tratado com mercurio o que poderia levar a reducdes das
densidades e dos parametros biomecanicos. Entretanto, ndo houve mudan¢a em nenhum desses
parametros. J4 o grupo 12 meses apresentou menor peso das cinzas e do volume 6sseo dos
fémures dos animais tratados com mercurio em relacdo a seu controle o que também poderia
apresentar redugdes dos percentuais de material organico e mineral, da densidade dssea e mineral

além de menores valores dos parametros biomecanicos. Em contra partida, o que observamos foi
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que os parametros citados permaneceram inalterados. E, mesmo ndo havendo alteragdo da forca
maxima, podemos afirmar que houve comprometimento da biomecanica desses fémures tratados
com mercurio, uma vez que apresentam menores valores de resiliéncia e tenacidade. Neste grupo
também observamos diminuicdo do comprimento e didmetro maior dos fémures dos animais
tratados com mercurio em relagdo a seu controle. Além disso, as vértebras do grupo 12m tratado
com mercurio também apresentaram diminui¢do do peso das cinzas além da diminui¢do da
densidade mineral e do percentual de material mineral, isto poderia comprometer o
comportamento biomecanico dessas vértebras. De fato, observamos a diminui¢do dos valores de
for¢a maxima das vértebras do grupo tratado com CM em relagdo a seu controle.

Uma possivel causa para os aumentos de percentual organico ocorrido no grupo 3m refere-
se aos distirbios que o mercurio pode causar sobre o metabolismo do colageno, uma vez que o
mercurio, ao entrar no organismo, tem a capacidade de ligar-se aos radicais sulfidricos (SH) das
proteinas e romper a propriedade funcional das enzimas sulfidrilas (BAUM, 1999). Estudos
mostraram que animais injetados uma unica vez com dose intra-peritoneal de 2mg HgCl,/kg PC,
tiveram um aumento significante de hidroxiprolina sérica total (aminoédcido contido
exclusivamente no colageno) (SIDDIQI e ALHOMIDA, 2005). A presenga de hidroxiprolina
indica a presenca de colageno, dos seus precursores ou dos produtos de degradagdo
(RABADIJIJA, KOREN e PENDE, 1971). No nosso estudo pode ter ocorrido a sintese de
colageno e entdo os aumentos dos percentuais de material organico.

Por outro lado, o aumento do percentual de material mineral bem como o do peso das
cinzas e o aumento da densidade 6ssea e mineral do fémur dos animais dos grupos 6m tratados
com CM, prediz um osso mais denso. Além dos valores aumentados do peso das cinzas das
vértebras dos animais tratados com mercurio ¢ a tendéncia em aumentar a for¢a maxima em
relacdo ao seu controle no grupo 6m tratado com CM o que também pode predizer um osso mais
forte e denso. Estes dados podem estar relacionados com a mobilizagdo do calcio extracelular
para o meio intracelular mediado pelo mercurio ou mesmo pelos disturbios que o CM pode
causar sobre o metabolismo do coldgeno como vimos anteriormente. No que diz respeito ao
calcio, ha um consenso na literatura em relacdo as mudancas de sua homeostase frente ao
tratamento com mercurio. Muitos autores t€ém demonstrado que o tratamento com cloreto de
mercurio, em diversas doses, aumenta os niveis de calcio intracelular de muitas células

(PARASHAR, et al, 1999). No tecido 6sseo, por exemplo, o aumento dos percentuais de material
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mineral, do peso das cinzas e da densidade 6ssea e mineral e pode estar relacionado com a
mobilizacdo do calcio extracelular para o meio intracelular mediado pelo mercurio. Anner e
Moosmayer (1992) observaram, através de uma populagio de Na'-K'-ATPase em lipossomas
com ATP e Na', que a Na'-K'-ATPase é capaz de interagir fortemente com os metais e que esta
possui uma alta afinidade pelo mercurio, além disso os autores afirmam que o lado intracelular da
molécula pode ser o maior alvo do Hg in vivo. Neste trabalho, Anner ¢ Moosmayer (1992),
notaram que o cloreto de mercurio inibiu a atividade da Na'-K'-ATPase, o que levou ao aumento
da concentragdo de calcio intracelular devido ao aumento intracelular de Na' e isto, resulta numa
extrusdo mais lenta dos fons célcio pelo trocador Na™-Ca®". Este mesmo autor ainda afirma que a
concentracao intracelular de calcio pode aumentar mais com o mercurio do que com a oubaina,
possivelmente porque o mercurio interage intracelularmente e deve desprender célcio adicional
dos estoques de compartimentos intracelulares. Schirrmacher et al (1998) estudaram os efeitos da
aplicacdo extracelular e intracelular de Hg e outros metais nas jungdes gap usando culturas de
células osteoblésticas e observaram que a aplicagdo extracelular de mercurio (Spumol/litro) em
fragmentos de cranio de ratos recém nascidos aumentou os niveis intracelulares de célcio e, esta
aplicagdo ndo interferiu no acoplamento elétrico das jungdes gap. Uma possivel explicagdo
poderia ser o fato de este aumento do calcio intracelular ter sido abaixo do limiar que cause o
fechamento dos canais das jung¢des gap. Toimela, Salminen e Téhti (1998), também sugerem que
o mercurio muda os niveis de célcio, o que pode levar a varias conseqiiéncias celulares incluindo
efeitos toxicos.

Os menores valores de percentual de material organico dos fémures dos animais do grupo
9m tratado com CM poderiam levar a reducdes dos parametros biomecanicos, no entanto, isso
ndo ocorreu. Igualmente, a reducdo do percentual de material mineral das vértebras dos animais
tratados com mercurio em relacdo ao grupo controle também poderia levar a redugdes das
densidades e dos parametros biomecanicos. Da mesma forma que no fémur, ndo ocorreram tais
alteragdes nas vértebras dos animais tratados com mercurio comparado ao grupo controle.
Portanto, estes dados parecem nao ser suficientes para promover um osso mais fragil. Além disso,
estes resultados podem ter relagcdo com a possivel capacidade do organismo de reverter os danos
causados pelo cloreto de merctrio quando cessou sua administragdo, ja que os grupos tiveram o
mesmo tempo de tratamento € o grupo 6m demonstra maiores mudangas do comportamento do

tecido 6sseo do que o grupo 9m (que, apds contaminacdo, permaneceu sem tratamento por 6
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meses). Embora nao tenhamos dosado, estes resultados também podem estar relacionados com as
metalotioneinas (MT) que possuem um efeito protetor contra os metais pesados e, em resposta a
contaminac¢do, ha um aumento dessa proteina. De acordo com Jin et al (2002), a aplicacdo de
Img/kg de cloreto de mercurio de forma subcutanea, 3 vezes por semana, nao apresentou
mudanga da densidade mineral 6ssea e este metal ndo causou alteragdo Ossea nesta dose € com
esta forma de administracio quando aplicado sozinho. No entanto, quando introduzido
juntamente com o anticorpo anti-metalotioneina (anti-MT), observou-se significativa reducao da
densidade mineral 6ssea apds 2 semanas. Alguns autores afirmam que o mercurio inorganico
pode causar danos no figado e rins, mas que, altos niveis intracelulares de MT sdo capazes de
prevenir os efeitos toxicos do mercurio (MORCILLO e SANTAMARIA, 1996; SUGAWARA et
al, 1998).

A diminui¢do do comprimento, didmetro maior e do volume 6sseo dos fémures dos animais
do grupo 12m tratados com mercurio em relagdo a seu controle (tabela 1 e 2) pode revelar que,
mesmo sem diferenca de PC final (figura 7), os animais do grupo tratado com CM tiveram seu
desenvolvimento 6sseo comprometido. Nossos dados divergem dos de Yonaga et al (1985), uma
vez que estes autores observaram através de um estudo histologico em dentes de ratos imaturos, a
inibicdo da formagdo do dente incisivo durante o tratamento de 6 dias com doses subcutaneas
(s.c) de 2, 4 e 8 mg/Kg PC de HgCl,. No entanto, ap6s o término do tratamento, o efeito
inibitério sobre o crescimento aposicional (formagdo) desapareceu completamente, ou seja, o
efeito do merctrio parece ser revertido apos o final do tratamento. Talvez possamos compreender
melhor esses resultados considerando as diferengas de tecido 6sseo utilizado bem como a dose e
a via de administragcdo do nosso estudo e do de Yonaga et al (1985). Portanto, os dados
biométricos de nosso estudo indicam que o desenvolvimento o6sseo do grupo 12m foi
comprometido pelo tratamento com mercurio.

Consequentemente, o comportamento mecanico dos fémures dos animais dos grupos 12m
tratados com CM também se modificou. Resiliéncia e tenacidade representam, entre outros, o
comportamento mecanico do tecido dsseo e, portanto, seus valores reduzidos refletem uma maior
fragilidade 6ssea. Além disso, as vértebras desses animais revelam menor peso das cinzas, menor
densidade mineral e percentual de material mineral e, consequentemente, menores valores de
for¢a maxima dos animais tratados com CM em relagdo a seu controle. Estes dados nos indicam

que essa diferenga dos resultados de forca maxima entre os tecidos 6sseos (fémur e vértebra)
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parece ter relacdo com o tipo de tecido 6sseo e sua fun¢do mecanica no rato, ja que o fémur ¢ um
tecido de sustentagdo de todo o peso corporal do animal e, portanto apresenta efeitos mecanicos,
por outro lado, as vértebras desses animais ndo apresentam essa fungdo de sustentagdo tal qual o
fémur. Segundo a lei de Wolff, apud Caixeta et al (2008), a carga mecanica promove deformacao
no 0sso € conseqiientemente gera um estimulo para uma resposta Ossea local. Assim,
acompanhando o desenvolvimento desses animais, nota-se que a for¢ca maxima do o0sso
submetido ao teste biomecanico (grupo 6m), diminuiu significativamente (grupo 12m) com o
tratamento com cloreto de mercurio. Isso nos permite afirmar que ndo apenas o fémur dos
animais do grupo 12m encontra-se debilitado pelo HgCl,, como também as vértebras. Portanto,
pode-se afirmar que a contaminag¢do com cloreto de mercurio alterou o comportamento de todo o
tecido dsseo dos animais do grupo 12m.

Estudos relatam que a toxicidade do mercurio gera radical de oxigénio e que este tem uma
alta afinidade por grupos sulfidricos (SH) de biomoléculas, depletando assim tiols intracelulares e
reduzindo a glutationa. Embora o mecanismo exato da geracdo de radicais livres ndo seja
completamente entendido, postula-se que a deple¢do do antioxidante glutationa pelo mercurio
pode ser a causa da produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) que induzem oxidagao
lipidica, protéica e de DNA. A geracdo de EROs no citoplasma das células pode aumentar a
producao de peroxido de hidrogénio mitocondrial e peroxidagdo lipidica na membrana
mitocondrial, resultando em perda da integridade da membrana e finalmente necrose ou apoptose
(KAUR, ASCHNER e SYVERSEN, 2006; JEZEK ¢ HLAVATA, 2005; OH et al, 1997; VALKO
et al, 2006). Assim, parece haver uma grande associagdo entre estresse oxidativo e a patologia da
osteoporose. Segundo Maggio et al (2003), marcadores antioxidantes foram encontrados no
plasma de mulheres osteoporéticas e Basu et al (2001) afirmam que hd também uma relacao
bioquimica entre estresse oxidativo e redug¢do da densidade mineral 6ssea em homens e mulheres
com idades avancadas. Como o mercurio pode induzir estresse oxidativo e este aumenta a
diferenciagdo e fung¢do dos osteoclastos (GARRETT et al, 1990), em nosso estudo,
especificamente neste grupo experimental (12m), pode ter ocorrido a produgdo suficiente de
EROs, ja que observamos diminui¢do do peso das cinzas e do volume 6sseo, levando portanto a
uma diminui¢do da resiliéncia e tenacidade. Park e Park (2007) investigaram a producdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) pelo cloreto de mercurio em culturas de células epiteliais de

bronquios de humanos e observaram que o aumento de EROs estava relacionado com a
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diminui¢do dos niveis do antioxidante glutationa, o que levou a morte dessas células. Como as
atividades metabodlicas das células Osseas podem ser debilitadas pelos metais pesados
(SCHIRRMACHER et al, 1998), em nosso estudo, as células 6sseas dos grupos 12m podem ter
gerado EROs e consequentemente causado danos em sua estrutura, levando a uma disfungao
dessas células ja que esses dados, segundo Hernandez e Keaveny (2006); Mullins, Bruzzi e
McHugh (2007), podem ser tuteis em predizer os riscos de uma fratura.

Como em nosso trabalho todos os grupos tiveram as mesmas condigdes tais como o tempo
de tratamento, a via de administra¢do ¢ a mesma dose, mas, no entanto, os grupos tiveram idades
diferentes, imagina-se que este fato possa ajudar a explicar as diferencas de resultados, visto que
o organismo se comporta de diferente maneira em cada fase do desenvolvimento bem como na
maturidade. Segundo Carter e Spengler (1978), o aumento da idade esta associado a mudancas
significativas da morfologia e composicao dos ossos. Conseqiientemente, ocorrem alteragdes das
propriedades mecanicas (SHIMANO, SHIMANO e VOLPON, 2002).

Quando observamos o fémur de todos os animais dos grupos experimentais, podemos
observar seu desenvolvimento, visto que, em termos gerais, os parametros dos fémures do grupo
12m sdo maiores que os demais grupos. Desta forma, analisando os parametros biométricos,
fisicos e biomecanicos dos fémures dos animais de todos os grupos experimentais, observamos o
crescimento dos fémures ndo apenas nos grupos salina como nos grupos mercurio. Estes efeitos
do mercurio sobre o tecido 6sseo através da observagdo de varias fases do desenvolvimento ainda
ndo tinham sido estudados. Com o presente estudo, pudemos verificar que a contamina¢do com
cloreto de mercirio ndo inibiu o crescimento 6Osseo nem sua formagdo ao longo do
desenvolvimento, uma vez que os grupos mais velhos apresentam maiores valores biométricos
em relagdo aos grupos mais novos. Nossos dados divergem mais uma vez dos de Yonaga et al
(1985), visto que estes autores, observando os efeitos do cloreto de mercurio sobre o crescimento
longitudinal da tibia proximal de ratos utilizando doses de 2, 4 e 8mg/kg HgCl, de PC,
demonstraram que quando o merctrio foi injetado continuamente o crescimento endocondral da
tibia foi inibido em todos os grupos. Apods algumas doses diarias a taxa de crescimento estava
50% menor que a da pré-dose. Além disso, depois que as inje¢des cessaram 0 0sso voltou a
crescer. No nosso estudo, todos os grupos apresentam desenvolvimento do tecido 6sseo, além de

os fémures continuarem crescendo durante e apos a contaminagdo com mercurio.
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Igualmente, os parametros fisicos e biomecanicos dos fémures mostram o aumento desses
valores de acordo com o crescimento dos animais, tanto entre os grupos salina quanto entre os
grupos mercurio. No entanto, como esperado, o percentual de dgua diminui a medida que os
animais se desenvolvem. Estes dados nos permitem concluir que o tratamento com cloreto de
mercurio ndo afetou nem o crescimento nem a qualidade dos fémures dos animais ao longo do
crescimento.

Observando o desenvolvimento das vértebras dos animais, vemos que os valores dos
parametros fisicos como: peso das cinzas, volume 6sseo, densidade dssea e mineral revelam seu
aumento nas vértebras dos animais dos grupos salina e mercurio. No entanto, os valores de
percentual de material organico diminuiram ao final do experimento (comportamento do
percentual de material organico de todos os grupos). Estes dados t€ém direta relagdo com os
valores dos parametros biométricos e biomecanicos das vértebras L5 os quais mostram que, a
medida que esses animais se tornam mais velhos os valores de forca méaxima das vértebras (figura
13) continuam aumentando em condi¢gdes normais. Contrariamente, em situacdes de
contaminagdo, os valores de forca maxima das vértebras diminuem acentuadamente. Este dado ¢
um indicativo de que o tratamento com mercurio compromete as propriedades biomecanicas das
vértebras de animais tratados com cloreto de mercurio, especialmente no grupo 12m.

Apesar de verificarmos que o mercirio apresenta efeitos que comprometem o
comportamento do tecido 6sseo cortical e trabecular, a via pela qual esse metal chega ao osso
ainda nao foi elucidada. A literatura ndo apresenta estudos dos efeitos do mercurio sobre,
especificamente, o tecido dsseo trabecular. No entanto sabemos que, nos sistemas biologicos, o
mercurio sempre esta ligado a biomoléculas que contém grupo tiol, o que facilita seu transporte
por servir como um imitador molecular. Numerosos estudos tém relacionado algumas formas de
imitacdo molecular para compreender os conjugados de tiols de mercurio inorganico e organico
em células alvo seletivas. O rim € o primeiro 6rgdo alvo que captura o mercurio do sangue € o
acumula. O actimulo deste metal nos rins ¢ muito rapido e os tubulos proximais sdo as principais
partes do néfron que captam e acumulam mercurio. Até recentemente os mecanismos pelos quais
0 mercurio entrava no compartimento intracelular era desconhecido. Atualmente, existem
algumas teorias a respeito do transporte de mercurio nas células epiteliais dos tibulos proximais.
Uma delas postula que os ions de mercurio ligados a albumina entram pela membrana plasmatica

luminal das células dos tibulos proximais por endocitose. Durante cada passagem pelo sistema
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circulatorio renal, apenas uma pequena fragdo (aproximadamente 20 a 30%) do sangue ¢
realmente filtrado no glomérulo. A maior parte do sangue que entra nos rins atravessa o0s
capilares peritubulares e vasa reta e entdo saem via veias renais. Consequentemente, solutos
plasmaticos como conjugados tiol-S de merctrio podem ser filtrados nos glomérulos, dentro do
compartimento luminal do néfron (assumindo que os compostos sao ultrafiltrados) e podem sair
via capilar peritubular (aproximadamente ao mesmo tempo) para a superficie basolateral do
néfron. Estudos recentes indicam que ha pelo menos dois mecanismos distintos responsaveis pela
tomada de mercurio em células do tubulo proximal: pelo menos um localizado na membrana
luminal e pelo menos outro na membrana basolateral (ZALUPS e AHMAD, 2004; BRIDGES e
ZALUPS, 2004).

Virias evidéncias indicam que o mercurio conjugado a cisteina (e a outros aminoacidos), na
forma (CIS-S-Hg-CIS) sdo substratos que podem ser capturados pelas células epiteliais dos
tubulos proximais em sua membrana basolateral por um ou mais sistema de transportadores de
anion organico (OATI e talvez OAT3). Desta forma, uma vez que o mercurio se encontra nos
rins ele pode ser filtrado ou reabsorvido para o liquido extracelular e, consequentemente ir para
os demais tecidos, como por exemplo, o tecido 6sseo. Obviamente a concentragdo de mercurio
que consegue chegar ao osso € menor do que a que foi injetada visto que este ¢ filtrado pelos rins
e também atinge outros 6rgaos como, especialmente, figado e cérebro (ZALUPS e AHMAD,
2004).

No que diz respeito aos efeitos do mercurio sobre a abertura vaginal das ratas, observa-se
que o tratamento com cloreto de mercurio atrasa a maturidade sexual desses animais (tabela 6).
Milosevi¢ et al (2005), investigando os efeitos in vitro do cddmio e do mercurio sobre a atividade
da Mg”"-ATPase na membrana plasmatica do ovario e Gtero de ratas, também afirmam que tanto
0 mercurio quanto o cadmio podem afetar a fertilidade de mamiferos. Igualmente, Khan et al
(2004) observaram que a exposicao de ratos machos e fémeas ao HgCl, (0; 0,25; 0,5 e Img/kg de
PC, por gavagem) nos periodos de pré-acasalamento, acasalamento e gestagdo, observaram
significante redugdo da fertilidade. Atkinson et al (2001), em um estudo multigeracional em
roedores, observou que a exposi¢ao a diferentes doses (0; 0,50; 1,0; ou 2,0mg/kg de PC, por
gavagem) de CM em ratos, a primeira geracdo sofreu significativa reducdo da fertilidade, da

eficiéncia do acasalamento e da taxa de nascimento, mas que a exposi¢cao continuada de CM a
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ratos da segunda geragdo, ndo afetou o indice de fertilidade, no entanto, afetou a eficiéncia do
acasalamento e da taxa de nascimento.

Khera (1973) descreveu uma reducdo dose dependente da ninhada quando ratos tratados
com 1,0, 2,5 ou 5,0 mg/kg/dia de metil mercurio durante 7 dias, foram acasalados com ratas nao
tratadas. Burbacher et al (1988) observaram aumento da taxa de reproducao fracassada avaliada
com a diminui¢do das concepcdes e aumentos de abortos ocorridos em macacas expostas a 0,06
ou 0,08 mg/kg/dia de metil merctirio durante 4 meses. Em nosso estudo, observamos que o

tratamento com o mercurio, em sua forma inorganica, atrasou a maturidade sexual das ratas.
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8. CONCLUSOES

O tratamento com HgCl, na dose de 0,3mg/Kg PC alterou a idade de mudanca da
velocidade de crescimento, avaliado pela massa corporal, especialmente nos grupos 3m e 6m.

No grupo 6m, o tratamento com cloreto de mercurio promoveu aumentos dos valores dos
parametros fisicos e biomecanicos do tecido dsseo das ratas.

Nossos resultados demonstram que o grupo 12m tratado com HgCl, apresenta fragilidade
6ssea como pode ser observado pela analise das propriedades biométricas, fisicas e biomecanicas,
tanto dos fémures como das vértebras.

Na dose de 0,3mg/Kg PC o tratamento com cloreto de merctrio atrasou a maturidade sexual

das ratas.
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