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RESUMO

Devido a caréncia de dados sobre o envolvimento do mercurio sobre alteragdes do
metabolismo 0sseo, torna-se importante investigar a influéncia do seu efeito sobre os
parametros 0sseos. Avaliou-se as possiveis alteracdes fisicas e biomecanicas dsseas em ratos
adultos intoxicados com cloreto mercuroso durante seu desenvolvimento. Os animais foram
divididos em grupo experimental e controle, sendo 09 ratos tratados com salina 9% (0,1
ml/100g PC) e 16 tratados com cloreto mercuroso (1,25mg/kg PC) durante 5 dias/semana, por
60 dias pelo método de gavagem gastrica. Posteriormente os animais foram sacrificados e foi
realizada dissecagdo femoral direita para coleta do material 6sseo. O peso corporal,
comprimento femoral e espessura das diafises femorais foram mensurados. As propriedades
mecanicas (forca maxima e de ruptura, rigidez e resiliéncia) dos fémures foram mensuradas
através do teste de flex@o a trés pontos realizado em uma maquina universal Instron modelo
4444. Através do Principio de Arquimedes, calculou-se o volume 6sseo e a densidade
mineral, utilizando as propriedades fisicas: peso imerso, imido e das cinzas. O peso,
comprimento ¢ didmetros femorais, ndo foram diferentes entre os grupos, porém o
comprimento e didmetro maior apresentaram tendéncia a diminuicdo. Houve aumento
(p=0,0460) da densidade Ossea dos animais contaminados. A densidade mineral e as
propriedades mecanicas ndo foram diferentes entre os dois grupos. O Cloreto mercuroso na
dose utilizada teve pouco efeito sobre o desenvolvimento 6sseo. Observou-se tendéncia ao
aumento dos valores das propriedades biomecanicas e reducdo das variaveis biométricas do
grupo contaminado, o que caracterizaria como um tecido 6sseo mais resistente, porém com

menor conteudo mineral.

Palavra chave: Osso, Rato, Cloreto Mercuroso, Densidade Ossea, Densidade Mineral, Forca

Maixima Rigidez e Resiliéncia.



ABSTRACT

Because of the lack of data about the mercury influence on bone metabolism it is important to
investigate the bone parameters that can be affected by its effects. The aim of this study was
to evaluate the physical and biomechanical bone alterations in adult rats contaminated with
mercurous chloride during their development. The animals were separated in experimental
and control groups: 9 male rats treated with saline 0.9% (0.1 ml/100g BW) and 16 male rats
treated with mercurous chloride (1.25mg/kg BW) during 60 days, 5 days/week, by the
stomacal gavage. After that, the animals were sacrificed and the right femur was dissected.
The body weight, femoral length and thickness of femoral diaphysis were measured. The
mechanical properties (maximum and failure forces, stiffness and yield) of femurs were
evaluated by the tree-point bending test using the universal machine /nstron model 4444. The
bone volume was estimated by the Archimedes Principle. The wet and ash weight were also
determined. The weight, length and major and minor diameters of the femurs were not
different between the groups; however the length and the major diameter showed tendency to
decrease. There was an increase (p=0,0460) of bone density of the contaminated animals.
The mineral density and the mechanical properties were not different between the both
groups. The dose of mercurous chloride used had little effect on bone development. It was
observed a tendency of higher values of bone biomechanical properties and a decrease of the
biometric values of the contaminated group. This would characterize a more resistant bone in

spite of a lower mineral content.

Keywords: Bone, Rat, Mercury, Bone Density, Maximum Force, Stiffness and resilience.
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1 INTRODUCAO

O tecido 6sseo ¢ o constituinte principal do esqueleto, constituido de uma
matriz extracelular que contem componentes organicos (35%) e inorganicos (65%). Apresenta
fungdes importantes ao organismo como de suporte para as partes moles e protege os O6rgaos
vitais, como os que estdo contidos na caixa toracica e craniana. Os ossos funcionam como um
sistema de alavancas que amplia as for¢as geradas pela contracdo da musculatura esquelética
para realizacdo do movimento. Os ossos ainda sdo grandes armazenadores de substancias,
sobretudo ions de calcio e fosfato. O esqueleto 6sseo também serve como uma segunda linha
de defesa contra acidose e sua vasta area de superficie mineral pode adsorver toxinas e metais
pesados e minimizar seus efeitos adversos sobre outros tecidos (MARCUS, FELDMAN &
KELSEY, 1996; RAISZ, 1999; MUNDY & GUISE, 1999).

Os ossos sao formados essencialmente pelo tecido dsseo cujo aspecto €
compacto ou esponjoso: no osso compacto o tecido dsseo ¢ constituido de delgadas 1dminas
Osseas que se sobrepdem umas as outras, unindo-se intimamente em torno de um centro; no
0ss0 esponjoso, essas delgadas laminas se dispdoem de modo a formar pequenas cavidades
sendo responsaveis por 70% do volume 6sseo. O 0sso esponjoso consiste em barras paralelas
verticais e transversais, que sdo chamadas de trabéculas e preenchidas por partes da medula
Ossea e gordura. O tecido 6sseo compacto praticamente ndo apresenta espacos medulares,
existindo, no entanto, além dos canaliculos, um conjunto de canais que sdo percorridos por
nervos € vasos sangiiineos: canais de Volkmann e canais de Havers. Por ser uma estrutura
inervada e irrigada, os ossos apresentam grande sensibilidade e capacidade de regeneragdo. O
0ss0 compacto predomina em 0ssos longos; ja o esponjoso estd mais presente nas vértebras,
pelve e extremidades dos ossos longos. Ha trés espécies de 0ssos: 0s 0ssos longos, 0s 0ssos
curtos € os ossos chatos. O seu nome nos diz qual a sua caracteristica (CARTER &
SPLENGER, 1978; MARCUS, FELDMAN & KELSEY, 1996).

Ao contrario do que se imagina, o tecido dsseo ¢ uma estrutura que sofre
constantes modificagdes ao longo da vida, podendo estas serem fisioldgicas ou patoldgicas
(PARFITT, 1993). As alteracdes fisioldgicas ocorrem através de uma relagao entre formacao
e reabsorcao do tecido 6sseo, que tem seu pico maximo de desenvolvimento até os 30 anos de
idade, prevalecendo a formagdo. Entre os 35 e 40 anos ocorre uma estabiliza¢do entre esses
dois mecanismos, e apds esse periodo a reabsorcdo prevalece, levando a diminuig¢ao

progressiva da massa 6ssea, o que pode ser classificado como osteopenia. No periodo de
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predominancia da reabsor¢do Ossea, tanto o homem quanto a mulher perde cerca de até 0,3%
de massa 0ssea ao ano. Na mulher, a perda de massa 6ssea ¢ maior nos 10 primeiros anos pos-
menopausa, podendo chegar a 3% ao ano, e ¢ maior na mulher sedentaria. A constante
formacdo e reabsorcdo em estado fisiologico sdo importantes, pois contribuem para a
preservagdo de um tecido sempre novo ¢ de boa qualidade funcional o que preserva a
integridade mecanica (VAANANEN, 1991; YAMAMOTO, JEE & MA, 1995; MARCUS,
FELDMAN & KELSEY, 1996).

No tecido o6sseo, destacam-se os seguintes tipos celulares: osteoblastos,
osteoclastos e ostedcitos. Os osteoblastos sdo as células formadoras do tecido e surgem a
partir de cé€lulas primitivas, as osteoprogenitoras. Diversos fatores, como proteinas e fatores
de crescimento, estimulam a diferenciagdo das células osteoprogenitoras em osteoblastos.
Quando ativos, os osteoblastos depositam coldgeno, principalmente do tipo I, na matriz
extracelular adjacente em arranjos regulares que futuramente serdo calcificados pela
deposicao de cristais de hidroxiapatia e passardo a ser denominados de ostedcitos. Sao os
ostedcitos que manterdo o equilibrio e manutengdo do tecido através de comunicagdes entre
prolongamentos com os ostedcitos adjacentes em canaliculos presentes no interior do 0sso.
Outra fungdo importante do ostedcito e que vem sendo amplamente estudada ¢ a sua
participagdo como cé¢lula responsavel por traduzir a forga mecanica imposta a0 0sso em sinais
bioquimicos que regulam o turnover 6sseo (MARCUS, FELDMAN & KELSEY, 1996;
NOMURA & YAMAMOTO, 2000; PALUMBO et al., 2001; CILLINAME, 2002).

Ja os osteoclastos, sdo células reabsorvedoras do tecido e originam-se de
c¢lulas mononucleadas hematopoiéticas. Sua ativagado se da principalmente através da acdo do
hormdnio da paratiredide (PTH) que tem seu receptor nos osteoblastos, e uma agdo pardcrina
sobre os osteoclastos. Nessas células, o PTH ativa a reabsor¢ao do tecido mineralizado com
finalidade da manutengdo das concentragdes dos ions de céalcio no sangue. Os osteoclastos
atacam a superficie dssea mineralizada e inicia a absorcao pela secre¢ao de ions de hidrogénio
e enzimas lisossomais, os quais podem degradar todos os componentes da matriz Ossea,
incluindo colageno, em baixo pH (MARCUS, FELDMAN & KELSEY, 1996; RAISZ, 1999;
PALUMBO et al., 2001).

Nas ultimas décadas tem havido um crescente interesse no estudo de
hormdnios relacionados a regulagdo do metabolismo mineral com a finalidade de controlar
sua perda no desenvolvimento do tecido 6sseo. O PTH, a vitamina D e a calcitonina sdo os
principais hormdnios envolvidos na regulagdo do metabolismo 6sseo (MUNDY & GUISE,

1999).
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O PTH ¢ sintetizado pelas células principais das quatro glandulas paratiredides
e ¢ secretado quando os niveis plasmaticos de calcio baixam a menos de 7 mg/dl, ocorrendo o
inverso quando os niveis de célcio estejam em torno ou acima de 11 mg/dl. Este hormonio
possui mecanismo de controle rdpido e trabalha somente com as variagdes plasmaticas dos
ions calcio livres. O PTH regula a concentracdo plasmatica de célcio e fosforo. Seu efeito
global ¢ o de elevar os niveis plasmaticos de calcio, enquanto diminui os de fosforo. O calcio,
principal mineral que compde o tecido 6sseo, tem papel importante na formagdo de macro
moléculas ou fosfolipidios localizados nas membranas celulares e tecidos conectivos, na
secrecdo ¢ modulacdo de atividades enzimaticas, manutengdo de potencial de agdo e divisao
celular (MUNDY & GUISE, 1999; BRACCO, KAYATH & VIEIRA, 2003).

O processo de remodelagdo Ossea ¢ caracterizado por variedade de enzimas
liberadas pelos osteoblastos e osteoclastos, tendo o papel de desempenhar o furnover da
matriz extracelular (MEC). A remodelagdo inclui fungdes metabodlicas integrais para o
turnover do colageno fibrilar e a deposi¢do e reabsorcao de tecido. O sistema apresentado ¢ de
essencial importancia para os tecidos, e a estas enzimas proteoliticas extracelulares atuam no
remodelamento tecidual (STERNLICHT & WERB, 2001). Uma classe destas proteinas
responsaveis pelo remodelamento da MEC ¢ a das metalopeptidades de matriz (MMPs). As
MMPs s3ao enzimas responsaveis pelo desenvolvimento e manutengdo da MEC,
desempenhando papel importante na remodelacdo da mesma em varios processos fisioldgicos
e patologicos (VU & WERB, 2000). Em tecidos ricos em coldgeno como tecido 6sseo, a
organiza¢do da MEC envolve varios fatores inibidores e estimuladores.

McCAW, EWALD & WERB, 2007 em um trabalho de revisdo relataram 28
genes de MMPs, a maioria com potencial para atuar sobre a MEC rica em coldgeno assim
como a encontrada no tecido 6sseo. Através da deficiéncia da expressdo (genetic knockouts)
das MMPs em células mutantes foi descrito dois tipos de MMPs (tipos 9 e 13) relacionadas ao
tecido Osseo.

Em casos patoldgicos, a reabsor¢do do tecido 6sseo acontece em um grau mais
elevado e pode levar a ocorréncia da perda de massa Ossea e até mesmo a osteoporose. A
osteoporose ¢ uma doengca que pode ser definida pela diminui¢do de massa Ossea e
deterioragdo da microarquitetura desse tecido, que leva ao aumento da fragilidade e maiores
riscos de fraturas. O fato do tecido dsseo ser uma estrutura soélida faz com que ele esteja
vulneravel a fraturas, principalmente na osteoporose. A fratura conseqiiente da diminui¢do da
massa Ossea torna-se preocupante, visto que a mesma pode ocasionar problemas como

infeccdes, pneumonias, entre outros, e até levar a mortalidade. Dentre todas as patologias
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envolvidas com o enfraquecimento 0sseo, a osteoporose € a de maior ocorréncia na populagao
mundial e a mais freqiiente das doencas osteometabdlicas, sendo, portanto, a que tem recebido
maior aten¢do da literatura cientifica (NETO ef al., 2002). Devido a sua importancia, varias
sdo as preocupagdes e cuidados especiais com o que possa causar alteragdes dsseas ao longo
da vida (CARTER & SPLENGER, 1978; BARON, TROSS & VIGNERY, 1984;
CUMMINGS, 1995).

A formacdo do tecido 6sseo pode ser influenciada por diversos fatores tais
como alimentagdo, genética, sexo, idade e fatores ambientais. Dentre os fatores ambientais,
existem alguns relatos sobre a influéncia de metais pesados, como o mercurio, sobre as
alteragdes do desenvolvimento 0sseo em ratos durante a fase de crescimento (MARCUS,
FIELDMAN & KELSEY, 1996; ESCRIBANO et al., 1997, SCHIRRMACHER et al., 1998;
AKHTER et al., 2003; NGUYEN et al., 2003).

O mercurio ¢ um poluente ambiental encontrado em toda biosfera. O homem
usa o mercurio ¢ depois o libera para o ambiente, causando um aumento de até quatro vezes
da sua concentracdo. Os principais poluidores sdo as industrias, garimpeiros, desmatamentos,
agriculturas, tintas e uso laboratorial (ZAVARIZ & GLINA, 1993; SANTOS et al., 1995;
VIEIRA & PASSARELLI, 1996; SANTOS et al., 2003). O merctrio ¢ um metal liquido
altamente volatil e sua concentragao altera-se de acordo com a temperatura, sendo que quanto
mais elevada, maior serd sua evaporagdo. O mercurio ¢ um irritante de pele e trato
gastrointestinal e possui uma rapida absorcdo através desses. A absor¢do do vapor de
mercurio se da principalmente pelos pulmdes, através da inalacdo e retengdo pulmonar
(GRAEME & POLLACK, 1998). ZAVARIZ & GLINA (1993) realizaram uma pesquisa com
objetivo de verificar a intoxicagdo por mercurio metalico em trabalhadores de uma industria
de lampadas elétricas localizada na cidade de Sao Paulo, e concluiram que 84,62% dos
trabalhadores estavam intoxicados. Relataram sobre a gravidade do problema em virtude da
natureza da doenca, que acomete areas nobres do organismo e da ineficacia dos tratamentos
diante da intoxicagdo. Os danos causados pelo mercurio sdo graves, e em grande parte dos
casos, permanentes. O mercurio pode ser encontrado em trés formas basicas: mercurio
elemento, organico e inorganico. Varios sais € compostos sdo achados conjugados ao
mercurio organico e inorganico tornando-os amplamente mais toxicos. Um estudo realizado
pela U.S Departament of Health and Human services (ALDEN ef al., 1993) relata as possiveis
mudancas que podem ocorrer devido a algumas atividades microbianas que sdo capazes de
converter mercurio inorganico em metil mercirio organico, mercurio organico em inorganico,

ou ainda, em condig¢des apropriadas, formar merctrio metalico.
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Para analisar as possiveis variagdes da toxidade do mercurio, a discussao se
limita as suas diferentes caracteristicas: ¢ ligeiramente volatil em temperatura ambiental,
corrosivo, solivel em agua, etanol, éter, glicerol, acido acético e varios solventes organicos.

As pesquisas sobre a influéncia da contaminagdo por metais pesados em
tecidos biologicos se destacaram quando se buscou compreender melhor as modificagdes
organicas em humanos, principalmente em tecido nervoso central, cardiaco, gastrointestinal,
hepatico e renal. O cloreto mercuroso ¢ muito insoltivel em dgua e pouco absorvido no trato
gastrointestinal, entretanto no intestino pequenas quantidades sdo convertidas a sais de
mercurio mais soluveis, o que facilita sua absor¢do e expressao de suas caracteristicas toxicas.
A medida que o mercurio passa ao sangue, liga-se as proteinas do plasma e nos eritrocitos,
distribuindo-se pelos tecidos concentrando-se nos rins, figado e sangue, medula 6ssea, parede
intestinal, parte superior do aparelhos respiratorio, mucosa bucal, glandulas salivares, cérebro,
ossos e pulmdes. (FARRIS, et al., 1993; GRAEME & POLLACK, 1997; GRIEM et al.,
1997).

O mercurio ¢ um toxico celular geral, provocando desintegragdo de tecidos
com formacgdo de proteinas mercurais soliveis e por bloqueio dos grupamentos —SH provoca
inibicdo de sistemas enzimaticos, como das metaloproteinases, fundamentais a oxidagao
celular (GRAEME & POLLACK, 1997; KARIMI et al., 2002; DAY, REED & NEWLAND,
2005; ROTHSCHILD & DUFFY, 2005).

Na literatura ha relatos da influéncia de metais pesados como o mercurio (Hg)
e seus derivados sobre alteragdes no tecido 6sseo, capazes de prejudicar o funcionamento das
células. No tecido 6sseo sabe-se que o chumbo muda o ritmo de formacao dssea, o qual
depende da concentracdo intracelular de célcio livre. J4 que os metais pesados competem com
o calcio em multiplos sitios de ligacdo, o Hg intracelular reduz o estoque de célcio, o que
afeta canais de juncdo do tipo “gap” (SCHIRRMACHER et al., 1998). SUZUKI et al., 2004
examinaram o efeito dos metais pesados como chumbo e cadmio sobre a homeostasia do
calcio, analisando as concentragdes de calcio e calcitonina plasmatica em peixe. Os autores
avaliaram também a agdo sobre osteoblastos e osteoclastos através da mensuracdo da
atividade das enzimas fosfatase acida resistente ao tartarato (fartrate-resistent acid
phosphatase — TRAP) e fosfatase alcalina (Alkaline phosphatase — ALP) como respectivos
indicadores da atividade de ambos os tipos celulares. Os resultados mostraram que o mercurio
agiu diretamente sobre o tecido dsseo, influenciando a homeostasia do calcio e a atividade
osteoclastica em curto tempo de exposi¢do, porém, a longo prazo, inibiu a atividade

osteoblastica.
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Muitos autores estudaram alteracdoes do tecido Osseo em ratos durante seu
desenvolvimento, demonstrando que o desenvolvimento Osseo nesses animais possui as
mesmas caracteristicas fisiolégicas dos humanos nas possiveis alteracdes, além da formacao e
reabsor¢do durante seu desenvolvimento normal. (BERG & HARMISSON, 1957; KALU,
1989; FROST & JEE 1992; THOMPSON et al., 1995).

Pouco se sabe sobre envolvimento do Hg,Cl, sobre as alteragdes do
metabolismo mineral 6sseo. Devido a caréncia de dados e a partir do conhecimento de sua
alta gravidade da sua contaminacdo em virtude do acometimento dos 6rgaos alvos, e o efeito
maléfico sobre o metabolismo mineral 6sseo, torna-se importante investigar os parametros

osseos influenciados pelo seu efeito nesse tecido.
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2 OBJTIVOS

Geral:
Avaliar as possiveis alteracdes Osseas em ratos adultos intoxicados com Hg»Cl,

durante a fase de desenvolvimento.

Especificos:
e Analisar as propriedades quimicas Osseas através da analise das concentragdes plasmaticas
e Osseas de calcio e fosforo;
e Analisar as propriedades fisicas 0sseas;

e Analisar as propriedades mecanicas Osseas através do teste de flexdo a 3 pontos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Modelos do Estudo

Estudo experimental com modelo animal.

3.2 Animais

Utilizou-se 25 ratos Wistar intactos com peso corporal inicial médio de 72g,
com um més de idade, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Sao
Carlos-UFSCar. Os animais foram mantidos no laboratorio de Neuroendocrinologia/DCF em
condi¢des de temperatura (25 = 2 °C) e regime de luz (10 horas claro e 14 horas escuro)

controlados e tratados com racao comercial e 4gua a vontade.

3.3 Protocolo Experimental

Os animais foram divididos em grupo contaminado e controle, ¢ mantidos em
gaiolas diferentes devido a contaminagdo toxica.

Os grupos foram divididos em:
Grupol = 09 ratos intactos tratados com salina 9% (0,1 ml/100g PC)
Grupo2 = 16 ratos intactos tratados com cloreto mercuroso (1,25mg/kg PC)

A dose escolhida estd de acordo com o trabalho de Gutiérrez et al.
Administragdo do cloreto mercuroso ¢ salina foram realizadas durante cinco (5) dias/semana,

por um periodo de 60 dias utilizando o método de gavagem gastrica.
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3.4 Sacrificio

Ap6s 60 dias da administragdo de cloreto mercuroso e salina, os animais foram
decapitados e o sangue foi coletado do tronco e foi realizada dissecacdo femoral direita para
coleta do material 6sseo, os quais foram mantidos em solucao de salina 0,9% a -20°C até o dia

da analise.

3.5 Parametros Analisados

3.5.1 Biométricos

Peso corporal
Durante os 60 dias de tratamento, os pesos dos animais foram coletados trés
vezes por semana com objetivo de preparar a solugdo a ser injetada de acordo com o peso dos

animais e acompanhamento do desenvolvimento.

Medidas do comprimento do féemur direito
As medidas foram realizadas com ajuda de um paquimetro (precisdo de 0,05
mm) tomando como referéncia o condilo distal e saliéncia 6ssea mais proximal do trocanter

maior.

Medidas das espessuras das didfises femorais
Os diametros maiores € menores foram medidos na diafise tomando como
medida a base do terceiro trocanter. O didmetro maior foi realizado na posicao latéro-lateral e

0 menor, a antero-posterior.

3.5.2 Biomecanica

As propriedades mecanicas dos fémures direito foram mensuradas através do

teste de flexdo a trés pontos realizado em uma maquina universal Instron modelo 4444
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(figural), com célula de carga com capacidade de 1 kN. As extremidades (regides
metafisarias) dos ossos focaram apoiadas em dois roletes com diametro de 3 mm, distanciados
em 21,70 mm e a carga aplicada na regido central de cada osso (figural) (ROBLING &
TURNER, 2002; SHIMANO, SHIMANO & VOLPON, 2002; AKHTER et a./, 2004)

Figura 1: Maquina universal instron (modelo 4444) utilizado para o ensaio de flexdo a trés pontos em fémur de
rato. A: painel de controle; B: haste cilindrica para a aplicagdo de carga (forga); C: osso; D: suporte; E: célula de
carga ligada a ponte de extensiometria.

No inicio do teste foi aplicada um pré-carga de 10 N por uma haste cilindrica
com um rolete de 3 mm na extremidade, no sentido postero-anterior € perpendicular ao eixo
longitudinal para estabilizar o fémur. O tempo de acomodacao foi de um minuto para todos os
grupos e apods a estabiliza¢do e a acomodacao, foi aplicada uma forca no mesmo sentido, com
velocidade constante de 0,5 cm/min até o momento da fratura.

Com o resultado da forca aplicada ao fémur, obteve-se um grafico forga-
deformacao pelo software Instron Series IX. Através desta curva obtiveram-se as principais

propriedades biomecanicas:
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For¢ca maxima (N)

E a maior forca suportada pelo osso durante o teste.

Forg¢a de ruptura (N)

Forga obtida no momento da fratura.

Rigidez (J)

E a capacidade do material de sofrer carga sem se deformar permanentemente.

Resiliéncia
Trata-se da capacidade de um metal de absorver energia quando deformado elasticamente,

isto € dentro da zona elastica, e libera-la quando descarregado..

3.5.3 Biofisicas

Apo6s as andlises biométricas dos fémures dos animais dos grupos controle ¢
contaminado, os ossos foram mantidos em um dessecador por 24 horas com objetivo da
retirada do ar presente nos poros. Em seguida foram coletados os pesos imerso (Pi) e imido
(Pu). Esses dados foram coletados antes do ensaio biomecanico e, apds 0 mesmo, 0S 0SS0S
foram colocados em uma estufa a 100° C durante 24 horas para serem desidratados e, a partir
dai, obter-se o peso seco (Ps). Para obtencao do peso da cinza, os ossos foram colocados em
uma mufla a 800° C durante 24 horas. Todas as medidas citadas foram obtidas através de uma
balanga eletronica (marca Chyo).

Usando o Principio de Arquimedes, calculou-se o volume 0sseo e a seguir a
densidade Ossea e mineral, percentuais 0sseos de dgua, material organico e material mineral,

seguindo as formulas que seguem:

Volume Osseo = M(cm3')
P

Densidade Ossea = L(‘y 3)
VolumeQOsseo \/ cm



Densidade Mineral = P—m((y 3)
VolumeQOsseo \/ cm

1 OOx(Pu - Ps)

Percentual de 4gua no osso = 7
u

IOOx(Ps - Pm)
Pu

Percentual Material Orgénico =

100xPm

Pu

Percentual Material Mineral =

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

p = densidade da 4gua

3.5.4 Bioquimicos
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O material mineral obtido dos fémures dos animais (ja descrito anteriormente)

foram solubilizados com acido cloridrico 2N (1-2 ml). Através do ensaio colorimétrico se

determinou os conteudos de célcio e fosforo dos fémures e a concentracdo plasmatica dos

animais utilizando kit comerciais especificos Labetes ®.

3.6 Analises Estatisticas

Os dados obtidos em cada grupo (média= EPM) foram comparados entre si

através do teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, aplicado pelo sotware Instat 3.0

utilizando p < 0.05 .
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3.7 Normas metodoldgicas

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

normas da Universidade Federal de Sdo Carlos/UFSCar on-line versao, acesso em margo de
07.

4 RESULTADOS

4.1 Propriedades Biométricas

4.1.1 Peso Corporal

A FIGURA 2 mostra a curva ponderal dos animais dos grupos controle e
contaminado mostrando a homogeneidade do peso corporal inicial e a evolugdo do peso
corporal durante 60 dias de tratamento.

Os pesos dos animais foram coletados trés vezes por semana até completar os

60 dias de experimentagao.

(2)

400 o
Controle Contaminado
200 A
0 Ll L] L] L] L] L] L] Ll Ll L}

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Semanas de tratamento

Figura 2: Peso corporal dos animais dos grupos controle e contaminado durante os 60 dias de tratamento.
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A TABELA 1 e a FIGURA 3 apresentam os valores do peso corporal inicial e
final, e ganho de peso dos animais analisados durante os 60 dias de tratamento. Nao se

observa diferencas destes parametros entre os grupos experimentais

Tabela 1: Peso corporal (PC) inicial e final, e ganho de peso dos animais dos grupos controle e
contaminado.

Grupos experimentais

Parametros Controle (9) Contaminado (16)
PC inicial (g) 73,3+2,16 71,7+ 1,39
PC final (g) 351,9 + 14,08 341,5+5,31
Ganho PC (g) 278,6 £ 13,81 269,8 + 4,67

Média + Erro Padrao Média (EPM). () = n° animais

Controle k] Contaminado

PC Inicial PC Final Ganho de peso

Figura 3 - Média + EPM dos pesos corporais (PC) inicial, final e ganho de peso dos ratos dos grupos
controle e contaminado.

4.1.2 Analise do Fémur Direito

A TABELA 2 e a FIGURA 4 expressam os valores do comprimento, diametro
maior ¢ menor, peso Umido, imerso e das cinzas dos fémures dos ratos dos grupos
experimentais.

O comprimento, assim como os didmetros ¢ o peso umido dos fémures, nio

mostrou diferencas quando comparados os grupos experimentais.
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Tabela 2: Comprimento, didmetros maior ¢ menor e peso umido do fémur dos animais dos grupos
controle e contaminado

Grupos experimentais

Parametros Controle (9) Contaminado (16)
Comprimento (mm) 36,5+ 0,1839 36,2 +£0,0961
Diametro maior (mm) 4,00 +0,0437 3,95 +0,0391
Diametro menor (mm) 2,90 £0,0514 2,94 £0,0423
Peso timido (g) 0,82 +0,0179 0,80 £0,0115
Peso imerso (g) 0,25 +0,0069 0,25 +0,0400
Peso das cinzas (g) 0,56 +0,0119 0,54 +0,0079

Média + Erro Padrao Média (EPM). () = n°® animais

40 § Controle NN Contaminado

R\

g " \

. \
030 \ \ \

Peso umido Peso imerso Peso das cinzas

Figura 4: Pardmetros biométricos do fémur dos ratos dos grupos experimentais controle e contaminado. Média
+ EPM.
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4.2 Propriedades Fisicas

A TABELA 3 e a FIGURA 5 apresentam os valores das propriedades fisicas
(volume 6sseo, densidade 6ssea e mineral, porcentual dsseo de agua, de material organico e
de material mineral) dos fémures dos animais dos grupos controle e contaminado.

Observou-se um aumento (p=0,0460) da densidade Ossea dos animais
contaminados em relagdo aos controles. Os parametros volume o6sseo, densidade mineral,
porcentual dsseo de agua e porcentual material organico e mineral, ndo foram diferentes entre

os dois grupos experimentais.

Tabela 3: Volume Osseo, Densidade Ossea e Mineral, porcentual 6sseo de dgua e porcentual material
orgénico e mineral do fémur dos animais dos grupos controle e contaminado.

Grupos experimentais

Parametros Controle (9) Contaminado (16)
Volume 06sseo (cm3) 0,56 £0,0119 0,54 £ 0,0079
Densidade 6ssea (g/cm3) 1,45 +0,0073 1,47 £ 0,0036*
Densidade mineral (g/cm3) 0,54 £ 0,0077 0,55 +£0,0036
Percentual 6sseo de agua (%) 44,6 £0,4139 44,5+ 0,2371
Percentual material organico (%) 17,5+0,1721 17,6 £0,0978
Percentual material mineral (%) 37,7+ 0,3476 37,7+0,1591

Média + Erro Padrao Média (EPM). p< 0,05: * vs controle. ( ) = n° animais
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Figura 5: Pardmetros fisicos do fémur dos ratos dos grupos experimentais controle e contaminado.
EPM. p< 0,05: * vs controle. ( ) = n° animais

4.3 Propriedades Mecanicas

Média +

A TABELA 4 e a FIGURA 6 mostram os valores (forca méaxima, forca de

ruptura, rigidez e resiliéncia) obtidos através do teste de flexdo a trés pontos dos fémures

direito dos animais controle e contaminado com cloreto mercuroso.
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Comparando-se as propriedades biomecanicas forca maxima e de ruptura,

rigidez e resiliéncia ndo apresentaram diferengas entre os dois grupos.

Tabela 4: For¢a maxima e de ruptura, rigidez e resiliéncia dos fémures dos animais dos grupos controle
e contaminado.

Grupos experimentais

Parametros Controle (9) Contaminado (16)
F. Méxima (N) 94,2 + 00,0036 97,9 +£0,0038
F. Ruptura (N) 84,1 £0,0099 97,7 +0,0099
Rigidez (N/mm) 183,3 +£5,1590 184,5+5,1887
Resiliéncia(J) 0,039 +0,0185 0,041 + 0,0042

Média + Erro Padrao Média (EPM). () =n° animais

Controle Contaminado

o 0210 § Z N §
) 0,05 \ ] \
200 1 Q 0.04 -

. N\
= \ 0,01 1 \
0 Ri ide;\\ 0 Resiliénc§

Figura 6: Forca maxima e de ruptura, rigidez e resiliéncia dos fémures dos animais dos grupos controle e
contaminado. Média + Erro Padrao Média (EPM).
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4.4 Propriedades Bioquimicas

A Tabela 5 e a Figura 7 apresentam as concentracdes de calcio (mg Célcio/mg
cinzas do Osso) e fosforo (mg Fosforo/mg cinzas do Osso) dos fémures direito dos animais do
grupo controle e contaminado com cloreto mercuroso.

Quanto a concentracdo de fosforo do grupo contaminado, pode-se observar
uma diminui¢cdo em comparagdo ao grupo controle. Ja as concentragdes de calcio ndo tiveram

diferencas entre os grupos controle e contaminado com cloreto mercuroso.

Tabela 5: Concentragdes de Calcio e Fosforo dos fémures dos animais dos grupos controle e
contaminado.

Grupos experimentais

Parametros Controle (9) Contaminado (16)
Calcio (mgCalcio/mg cinza do Osso) 0,6232 +0,0566 0,5578 = 0,0360
Fosforo (mgFdsforo/mg cinza do Osso) 0,2063 + 0,0075 0,1927 £0,0014*

Meédia + Erro Padrao Média (EPM). p<0,05 * vs controle. ( ) = n° animais

Contaminado

0,807 0,30

0,40 1
0,10 1

(mg /mg cinza do Osso)

(=

Calcio Fosforo

Figura 7: Concentracdes de Calcio e Fosforo dos fémures dos animais dos grupos controle e contaminado.
Meédia + Erro Padrao Média (EPM). p<0,05

A Tabela 6 e a Figura 8 apresentam as concentragdes plasmadticas de calcio
(mg/dl) e fosforo (mg/dl) dos animais do grupo controle e contaminado com cloreto

mercuroso.
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Pode-se observar que nao ha diferenca das concentragdes plasmatica de célcio

e fosforo do grupo contaminado em comparagao ao grupo controle.

Tabela 6: Concentragdes plasmaticas de Célcio e Fosforo dos animais dos grupos controle e contaminado.

Grupos experimentais

Parametros Controle (9) Contaminado (16)
Célcio (mg/dl) 9,3607 + 0,0858 9,2718 £ 10,0712
Fosforo (mg/dl) 9,5926 +0,2513 9,0370 + 0,1809

Média + Erro Padrao Média (EPM). () =n° animais

Controle Contaminado

121 12}

(mg /dl de plasma)
(@)}

i

Calcio Fosforo

Figura 8: Concentragdes de Calcio e Fosforo do plasma dos animais dos grupos controle e contaminado. Média
+ Erro Padrao Média (EPM).
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5 DISCUSSAO

Analisou-se alguns possiveis efeitos provocados pelo Hg,Cl, em tecido 6sseo
de ratos em desenvolvimento. O modelo de contaminagdo através de gavagem gastrica
promoveu facil adaptacdo dos animais ao sistema, nao apresentando diminui¢ado significativa
de massa corpoérea nem alteragdes comportamentais.

Com relag@o ao peso corporal, os animais ndo apresentaram diferengas entre os
grupos controle e contaminado ao longo dos 60 dias de tratamento. BERG & HARMISON,
1957, BURR, ROBLING & TURNER 2002 afirmaram que a homogeneidade do peso ¢
importante pelo fato deste aumentar o estresse mecanico sobre os 0ssos e contribuir para o
ganho de massa Ossea.

No presente estudo, as medidas de comprimento, didmetro maior ¢ menor dos
fémures dos animais ndo mostraram diferengas significativas quando comparadas entre si.
Entretanto, o comprimento e didmetro maior tiveram tendéncia a diminui¢do, o que poderia
indicar que a contaminagdo pelo mercurio estaria interferindo no desenvolvimento dos
animais (FIGURA 2). Os valores obtidos no grupo controle estdo de acordo com alguns
autores da literatura (HOCK et al, 1988; TREBACZ, 2001).

As propriedades fisicas dsseas dos fémures dos animais foram analisadas de
forma direta através do principio de Arquimedes, que consiste em um método simples e de
facil execucdo (TREBACZ, 2001). Com os valores de volume dsseo, densidade dssea e
mineral, percentual 6sseo de agua e percentual de material orgdnico e mineral obtidos,
observou-se um aumento somente da densidade 6ssea dos animais contaminados em relagao
aos do grupo controle, estando de acordo com a literatura (TREBACZ, 2001). Isso se deve a
tendéncia de diminuicdo do peso umido em maior propor¢do em relacdo ao volume dsseo
quando comparado aos respectivos parametros do grupo controle, mesmo ndo sendo
diferentes (sabendo que a densidade dssea = peso Umido/ volume 6sseo). A tendéncia ao
aumento da densidade mineral ndo deve ser atribuida a deposi¢do do mercirio em tecido
dsseo, ja que esse tem ponto de evaporagdo abaixo de 800 °C (temperatura a qual é
condicionada os fémures para obtencdo do material mineral) ¢ o grupo contaminado
apresentou valores menores do peso Umido em relagdo ao controle, mesmo ndo sendo
diferentes. Um estudo realizado por ROTHSCHILD & DUFFY (2005) verificou o acimulo
de mercurio (orgdnico e inorganico) em maiores propor¢des no tecido désseo quando

comparado a tecidos muscular e nervoso central de aves migratorias. Porém pelo fato de ser
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uma pesquisa com coleta aleatoria de aves silvestres, como patos € gansos que habitam véarios
lugares e se alimentam de diferentes alimentos, ndo se pode saber a forma, o tempo de
exposicdo e a via de contamina¢do do mercirio nesses animais.

Todas as formas de merctrios sdo tdxicas para todas as espécies do reino
animal. Entretanto, os efeitos adversos do mercurio no organismo dependem da sua forma, do
tempo e duracdo da exposicdo e da via de administragdo. As formas de merctrio sao
interconvertidas no meio ambiente e podem ser absorvidas de diversas formas como: ingestao,
inalacdo, inje¢do e absor¢do epidérmica.

Em nosso trabalho, no fémur houve diminui¢ao da concentragdo de fosforo e
uma tendéncia a diminui¢ao do calcio em relagdo ao grupo controle. Esses dados podem ser
correlacionados com a hipotese do acometimento renal pelo mercurio, que, segundo
ZALUPS, (2000) o rim ¢ o principal e primeiro 6rgdo contaminado e acumulador do merctrio
inorganico. Esse fato poderia contribuir para a causa de deficiéncia renal e alteragdo do
equilibrio 4cido-basico. Esse desequilibrio poderia induzir aumento da excrecdo urinaria de
calcio devido a: diminui¢do da reabsor¢do renal do célcio induzindo um hiperparatireoidismo
secundario; ou devido ao efeito direto do acido sobre o tecido 6sseo. BUSHINSKY (2001)
relatou em trabalho de revisdo de alteragdes em culturas dsseas de camundongo promovidas
pela diminui¢do do pH durante 3 horas, modelo de acidose aguda, causando dissolucao
mineral 6ssea. Esses estudos indicam que o mecanismo pelo o qual ions hidrogénio causam
liberagdo do cdlcio Osseo durante curto periodo ¢ devido a alteragdes de fatores fisico-
quimicos que governam a deposi¢do e dissolucdo do tecido dsseo, e ndo mediado por
alteracoes de atividades celulares relacionadas a reabsor¢ao. No mesmo trabalho de revisao,
foi relatado alguns autores realizaram Para confirmar essa hipotese cultivou-se disco de
apatita carbonatado sintético em meio fisiologicamente acido livre de células e verificou-se a
liberagdo de calcio em resposta da diminui¢do do pH. Podemos sugerir também que o
mercurio tenha atingido o interior das cé€lulas e se ligado no lugar do fosforo. Os dados
encontrados ndo puderam ser confrontados com a literatura em relag@o ao tecido 6sseo no que
se refere aos possiveis locais de ligagdo do mercurio no interior celular.

Nos ultimos anos, um grande numero de proteinas transportadoras tem sido
empregado no transporte de alguns metais toxicos nas membranas celulares, tais como o
Transportador de Anion Organico 1 (OATI1) e 3 (OAT3) que estdo implicados no transporte
absortivo de merctrio organico e inorganico nas células epiteliais renais, endoteliais e gliais
(BALLATORI 2002; ZALUPS & AHMAD, 2004). Além disso, o mercurio tem a capacidade

de se ligar a albuminas e sofrer endocitose (ZALUPS, 2000). Uma vez no interior da célula,
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0s metais toxicos como o mercurio, tém a capacidade de se ligar a algumas substancias e
formar um complexo organo-metal mimetizando o efeito de outras. Uma concepgao de
mimetismo molecular e i6nico tem sido postulada como mecanismo pelo qual certos metais
toxicos tém a capacidade de entrar na célula e agir ou servir como analogo estrutural e/ou
funcional de outros enddégenos biomoleculares (BRIDGES & ZALUPS, 2004).

O teste de flexdo a trés pontos possibilita observar as principais propriedades
biomecanicas do tecido 6sseo. Na analise desses resultados nao houve diferenca entre os
grupos. Apesar das diferencas ndo significativas, houve tendéncia de aumento da forca
maxima ¢ de ruptura suportada, rigidez e resili€ncia nas amostras do grupo contaminado em
relagdo ao controle. Esse fato pode estar relacionado a capacidade do mercurio de se ligar a
moléculas intracelulares. BRIDGES & ZALUPS (2004) relataram sobre um conjugado
molecular incluindo o mercurio, capaz de mimetizar cistina e cistationina em sitios de ligagdo
da membrana plasmatica, além de sitios de moléculas que utilizam essas proteinas como
substrato. Devido ao fato desse conjugado inativar a enzima na qual se ligava (y-cistationase),
os autores concluiram que esse mimetismo foi estrutural, porém nao funcional. Sabe-se que as
metalopeptidases, enzimas presentes no tecido 6sseo, possuem residuos de cistina em sua
estrutura molecular (McCAW, EWALD & WERB, 2007). Dessa forma, se o mercurio foi
capaz de se conjugar a alguma molécula 6ssea modificando sua estrutura ou funcao, isso
poderia ter influenciado as propriedades biomecéanicas do presente estudo, por impedir a
reabsor¢do da matriz no processo de remodelacdo dssea tornando o tecido mais resistente.
Porém o peso timido do fémur do grupo contaminado foi menor em relagdo ao controle, o que
invalida a hipétese do Hg estar inibindo a reabsor¢ao, o que levaria ao aumento da matriz
extracelular. Os resultados encontrados mostram tendéncia ao aumento das propriedades
biomecanicas, 0 que caracteriza um tecido 0sseo mais resistente, porém, diminui¢ao da
matéria organica e inorganica, o que poderia proporcionar um material menos resistente.

GRAEME & POLLACK (1998) em um trabalho de revisao relataram que o
mercurio tem capacidade de atingir os vasos sanguineos, penetrar neles e se ligar as células
vermelhas. Em nosso estudo, para avaliacdo de algumas possiveis intercorréncias causadas
pelo cloreto mercuroso no plasma, analisamos as concentragdes de calcio e fosforo
plasmatico. Nos resultados obtidos verificou-se que as concentragdes de calcio e fésforo
foram menores no grupo contaminado, porém as diferengas ndo foram significantes quando
comparadas estatisticamente com o controle. Os valores obtidos no grupo controle estdo de
acordo com alguns autores da literatura (Hock, 1988, Ohta, 1995). SUZUKI et al., (2004)

relataram diminuicdo das concentragdes de célcio plasmatico de peixe apos 8 dias de
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contaminagdo por metil mercurio, o que pode estar relacionado a forma, dose, tempo de

exposicao do contaminante e a espécie utilizada.
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6 CONCLUSAO

Dentre as propriedades fisicas 0sseas analisadas houve aumento da densidade
mineral diante da contaminagdo por cloreto mercuroso na dose de 1,25 mg/Kg PC. Os demais
parametros fisicos permaneceram inalterados.

As propriedades biomecanicas Osseas analisadas através do teste de flexdo a 3
pontos, ndo apresentaram alteragdes diante da contaminagdo por Cloreto Mercuroso na dose
utilizada.

Na anélise das propriedades quimicas obteve-se diminuicao da concentragao de
fosforo plasmatico. As concentragcdes de calcio plasmatico e dsseo além do fosforo d6sseo
permaneceram inalteradas.

Os resultados encontrados mostram tendéncia ao aumento das propriedades
biomecanicas, o que caracteriza um tecido O0sseo mais resistente, porém, diminuicdo da
matéria organica e inorganica, o que poderia proporcionar um material menos resistente.

A contaminagdo com mercurio na forma (cloreto mercuroso) ¢ dose (1,25
mg/Kg PC) utilizadas provocou uma pequena alteracdo do desenvolvimento 6sseo de ratos,
como pdde ser observado pela analise dos parametros biométricos, biofisicos, bioquimicos e

biomecanicos.
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Apéndice



APENDICE A: PARAMETROS BIOMETRICOS — EVOLUCAO DO PESO CORPORAL - GRUPO CONTROLE

(g) (g) () (8) (g) (g) (8) (8) (8) (g)

Ratos 12 2? 3 4* 5° 6" 7* 8 9? 10*
Semana | Semana | Semana | Semana Semana Semana Semana Semana Semana Semana

1 83 128 176 229 269 302 330 382 394 395

2 81 125 163 200 206 254 283 316 340 339

3 75 125 169 206 244 265 278 297 303 305

4 79 131 181 220 247 286 316 350 373 370

5 70 103 134 173 191 215 238 249 259 260

6 66 111 158 201 246 279 312 342 359 382

7 70 116 171 213 253 295 328 351 357 362

8 65 106 152 192 231 270 303 328 353 346

9 71 122 175 216 261 290 317 356 378 382
MEDIA 73,3333 118,5556 164,3333 205,5556 238,6667  272,8889 300,5556  330,1111  346,2222 349,0000
DP 6,5000 10,0139 14,6116 16,6517 25,4313 26,4974 29,5724 39,0751 41,6076 43,1132
EPM 2,1667 2,7774 4,0525 4,6183 7,0534 7,3491 8,2019 10,8375 11,5399 11,9575

N 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9
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APENDICE B: PARAMETROS BIOMETRICOS — EVOLUCAO DO PESO CORPORAL - GRUPO CONTAMINADO

(2) (8) (2) (8 (g) (8) (g) (2) (8) (2)

Ratos 17 2° 3 4* 5° 6" 7* 8 9? 10°
Semana Semana Semana | Semana Semana Semana Semana Semana Semana Semana

1 77 114 166 210 253 279 305 331 349 344

2 66 105 160 208 260 298 319 346 367 360

3 71 107 167 217 262 289 317 340 366 355

4 64 97 150 192 239 267 287 311 339 324

5 78 124 183 230 279 306 337 359 388 386

6 71 112 169 214 266 297 319 343 364 353

7 74 109 162 206 252 282 301 326 345 335

8 70 107 162 204 251 285 301 321 344 341

9 63 90 135 175 217 245 263 383 306 300

10 71 98 137 208 259 292 311 334 351 348

11 72 97 153 198 246 283 310 342 347 357

12 76 103 149 196 242 281 317 339 358 347

13 66 97 150 193 224 257 287 305 322 320

14 84 110 163 210 257 287 321 340 362 352

15 69 94 143 181 214 248 278 293 310 308

16 75 110 168 208 242 277 310 334 348 334
Média 71,69 104,63 157,31 203,13 247,69 279,56 305,19 334,19 347,88 341,50
DP 5,5704 8,7702 12,8412 13,6425 17,7491 17,4278 18,6520 21,1415 21,3506 21,2572
EMP 1,3926 2,1926 3,2103 3,4106 4,4373 4,3570 4,6630 5,2854 5,3377 5,3143

N 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16
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APENDICE C: PARAMETROS BIOMETRICOS — GRUPO CONTROLE

(2 (2) (2 (mm) (mm) (mm) (2 () (2 (2)
Rato Peso Peso Ganho de | Comprimento | DiAmetro | Didmetro Peso Peso Peso Peso da
Inicial final peso maior menor imerso umido seco cinza
1 83 395 312 36,25 4,15 2,90 0,2434 0,8140 0,4335 0,2957
2 81 339 258 36,60 4,15 3,15 0,2556 0,8262 0,4614 0,3064
3 75 305 230 37,20 4,05 3,10 0,2731 0,8798 0,4903 0,3336
4 79 387 308 35,50 4,05 2,80 0,2727 0,8310 0,4754 0,3288
5 70 269 199 36,50 4,05 2,70 0,2170 0,6991 0,3829 0,2608
6 66 382 316 36,40 3,90 2,75 0,2496 0,8311 0,4463 0,3033
7 70 362 292 37,10 4,05 3,00 0,2870 0,8754 0,4886 0,3369
8 65 346 281 36,45 3,75 2,85 0,2604 0,8223 0,4559 0,3121
9 71 382 311 37,25 3,90 2,85 0,2723 0,8639 0,4860 0,3325
MED 73,3333  351,8889 278,5556 36,5833 4,0056 2,9000 0,2590 0,8270 0,4578 0,3122
DP 6,5000 42,2447 41,4370 0,5517 0,1310 0,1541 0,0208 0,0537 0,0344 0,0245
EPM 2,1667 14,0816 13,8123 0,1839 0,0437 0,0514 0,0069 0,0179 0,0115 0,0082
N 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9
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APENDICE D: PARAMETROS BIOMETRICOS — GRUPO CONTAMINADO

(2 (2 (2) (mm) (mm) (mm) (2) (2 () ()

Rato Peso Peso Ganho de | Comprimento | Didmetro | Diametro Peso Peso Peso Peso da

inicial final peso maior menor imerso umido seco cinza

1 77 344 267 36,30 4,00 3,10 0,2642 0,8257 0,4558 0,3120

2 66 360 294 36,10 4,15 3,10 0,2795 0,8824 0,4831 0,3308

3 71 355 284 36,30 4,05 3,00 0,2544 0,8104 0,4434 0,3041

4 64 324 260 36,30 3,80 2,75 0,2503 0,7699 0,4306 0,2937

5 78 386 308 36,10 4,40 3,20 0,2786 0,8789 0,4876 0,3326

6 71 353 282 36,40 4,10 3,25 0,2823 0,8714 0,4887 0,3339

7 74 335 261 36,35 3,80 2,90 0,2604 0,8308 0,4509 0,3061

8 70 341 271 36,00 3,85 2,90 0,2470 0,7876 0,4329 0,2942

9 63 300 237 36,00 3,85 2,80 0,2324 0,7292 0,3990 0,2709

10 71 348 277 36,40 3,90 2,85 0,2689 0,8289 0,4604 0,3131

11 72 357 285 35,50 4,00 2,90 0,2566 0,7922 0,4390 0,3002

12 76 347 271 36,50 3,90 3,00 0,2506 0,8016 0,4357 0,2943

13 66 320 254 36,75 3,90 3,00 0,2382 0,7401 0,4110 0,2800

14 84 352 268 36,40 3,90 2,80 0,2573 0,8061 0,4530 0,3104

15 69 308 239 35,25 3,85 2,95 0,2417 0,7569 0,4243 0,2866

16 75 334 259 36,60 3,90 2,60 0,2816 0,8310 0,4835 0,3267
MED 71,6875  341,5000 269,8125 36,2031 3,9594 2,9438 0,2590 0,8089 0,4487 0,3056
DP 5,5704 21,2572 18,7198 0,3845 0,1562 0,1692 0,0158 0,0462 0,0272 0,0189
EPM 1,3926 5,3143 4,6799 0,0961 0,0391 0,0423 0,0040 0,0115 0,0068 0,0047

N 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16
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APENDICE E: PARAMETROS BIOFIiSICOS — GRUPO CONTROLE

(em®) (g/em’) (g/em’)
] % Ossea | %Ossea
Rato Volume | Densidade | Densidade | % Ossea de de
Osseo Ossea Mineral de Agua | Material | Material
Orgénico | Mineral
1 0,5706 1,42657 0,5182 46,744 16,929 36,327
2 0,5706 1,44795 0,5370 44,154 18,761 37,085
3 0,6067 1,45014 0,5499 44,271 17,811 37,918
4 0,5583 1,48845 0,5889 42,792 17,641 39,567
5 0,4821 1,45011 0,5410 45,230 17,465 37,305
6 0,5815 1,42923 0,5216 46,300 17,206 36,494
7 0,5884 1,48776 0,5726 44,186 17,329 38,485
8 0,5619 1,46343 0,5554 44,558 17,488 37,955
9 0,5916 1,46028 0,5620 43,743 17,768 38,488
MED 0,5680 1,4560 0,5496 44,6643 17,5998 37,7360
DP 0,0357 0,0219 0,0231 1,2416 0,5162 1,0427
EPM 0,0119 0,0073 0,0077 0,4139 0,1721 0,3476
N 9 9 9 9 9 9
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APENDICE F: PARAMETROS BIOFiSICOS - GRUPO CONTAMINADO

em)  (gem’)  (glem))
] % Ossea | %Ossea
Rato Volume | Densidade | Densidade | % Ossea de de
Osseo Ossea Mineral de Agua | Material | Material
Orgénico | Mineral
1 0,5615 1,4705 0,556 44,798 17,416 37,786
2 0,6029 1,4636 0,549 45,252 17,260 37,489
3 0,5560 1,4576 0,547 45,286 17,189 37,525
4 0,5196 1,4817 0,565 44,071 17,782 38,148
5 0,6003 1,4641 0,554 44,522 17,636 37,843
6 0,5891 1,4792 0,567 43,918 17,765 38,318
7 0,5704 1,4565 0,537 45,727 17,429 36,844
8 0,5406 1,4569 0,544 45,036 17,610 37,354
9 0,4968 1,4678 0,545 45,283 17,567 37,150
10 0,5600 1,4802 0,559 44,457 17,771 37,773
11 0,5356 1,4791 0,560 44,585 17,521 37,894
12 0,5510 1,4548 0,534 45,646 17,640 36,714
13 0,5019 1,4746 0,558 44,467 17,700 37,833
14 0,5488 1,4688 0,566 43,803 17,690 38,506
15 0,5152 1,4691 0,556 43,942 18,193 37,865
16 0,5494 1,5126 0,595 41,817 18,869 39,314
MED 0,5499 1,4711 0,556 44,538 17,690 37,772
DP 0,0317 0,0142 0,014 0,949 0,391 0,636
EPM 0,0079 0,0036 0,0036 0,2371 0,0978 0,1591
N 16 16 16 16 16 16
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APENDICE E: PARAMETROS BIOMECANICOS
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GRUPO CONTROLE
(kN) (kN) (N/mm) )
Ratos F,O rea Forga de Rigidez Resiléncia
Maxima Ruptura
1 97,7 19,3 184,7 0,0024
2 108,5 108,2 2122 0,0456
3 104,5 104,5 179,1 0,0694
4 93,6 93,4 171,3 0,0452
5 82,6 82,0 184,3 0,0319
6 83,5 83,0 170,0 0,0393
7 83,5 83,0 170,0 0,0393
8 100,0 99,5 195,0 0,0386
MED 94,2 84,1 183,3 0,0390
DP 10,1444 28,0980 14,5919 0,0185
EPM 3,5866 9,9341 5,1590 0,0065
N 8 8 8 8

GRUPO CONTAMINADO
(kN) (kN) (N/mm) @)
Ratos F? rea Forca de Rigidez Resiléncia
Maixima Ruptura
1 87,0 86,3 194,8 0,033
2 108,7 108,7 195,2 0,0511
3 105,5 1054 191,3 0,0425
4 84,3 84,1 160 0,0541
5 117,6 1174 206 0,0532
6 117,3 116,9 207,7 0,0547
7 93,4 93,4 184,6 0,0395
8 74,7 74,1 159 0,0272
9 95,9 95,7 185,8 0,0365
10 91,8 91,6 153,3 0,0055
11 97,1 96,9 1923 0,0413
12 101,9 101,6 1844 0,0558
MED 97,9 97,7 184,5333 0,0412
DP 13,0000 13,1000 17,9742 0,0147
EPM 3,7527 3,7784 5,1887 0,0042
N 12 12 12 12

Durante a execugdo deste protocolo alguns ossos deslocaram e, por este motivo, algumas amostras foram excluidos.




APENDICE E: PARAMETROS BIOQUIMICOS

GRUPO CONTROLE

GRUPO CONTAMINADO

53

mgCa " /mgOsso mgP/mgOsso
Ratos Calcio Fosféro
1 0,4029 0,190
2 0,4684 0,196
3 0,3844 0,197
4 0,7402 0,203
5 0,7517 0,239
6 0,7369 0,190
7 0,8506 0,251
8 0,5831 0,197
9 0,6911 0,194
MED 0,6232 0,2063
DP 0,1698 0,0224
EPM 0,0566 0,0075
N 9 9

mgCa"™ /mgOsso mgP/mgOsso
Ratos Cilcio Fosféro
1 0,4909 0,1932
2 0,4143 0,1843
3 0,3018 0,1898
4 0,5818 0,1877
5 0,5606 0,1947
6 0,5985 0,1956
7 0,6990 0,1939
8 0,7841 0,1848
9 0,6582 0,1938
10 0,6796 0,1919
11 0,6732 0,2012
12 0,6624 0,2019
13 0,3889 0,1983
14 0,4203 0,1939
15 0,4528 0,1849
MED 0,5578 0,1927
DP 0,1393 0,0055
EPM 0,0360 0,0014
N 16 16




APENDICE E: PARAMETROS BIOQUIMICOS
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GRUPO CONTAMINADO

GRUPO CONTROLE
(mg/dl de plasma) (mg/dl de plasma)
Ratos Calcio Fosforo
1 9,12734 11,09096
2 9,22288 10,07813
3 9,26017 9,09877
4 9,54212 9,30804
5 9,28813 10,05301
6 9,07655 9,55078
7 9,23314 8,71373
8 9,82407 8,73047
9 9,67261 9,70982
MED 9,36078 9,59263
DP 0,25757 0,75406
EPM 0,08586 0,25135
N 9 9

(mg/dl de plasma) (mg/dl de plasma)
Ratos Cilcio Fosforo
1 9,05278 9,09040
2 8,84446 9,68471
3 8,96470 8,94810
4 9,10870 9,15737
5 8,95258 7,50837
6 9,22288 9,09040
7 8,91530 9,14063
8 9,63999 10,24554
9 9,56775 8,34542
10 9,23919 8,11105
11 8,85844 8,98996
12 9,11336 9,34152
13 9,73785 8,41239
14 9,47221 9,08203
15 8,98520 9,07366
16 9,27182 10,37109
MED 9,18420 9,03704
DP 0,28517 0,72372
EPM 0,07129 0,18093
N 16 16




