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RESUMO

Chumbo (Pb) é um poluente ubiquo no ecossistema cuja distribuicdo ambiental é
principalmente antropogénica, oriunda da queima de combustiveis fosseis, mineracdo e
fabricagBes industriais diversas. Ha pouco conhecimento do envolvimento do Pb e seus
compostos sobre o metabolismo 6sseo bem como das potenciais terapias para quadros de
contaminacdo relacionadas ao chumbo. O objetivo deste estudo foi avaliar as alteracGes
Osseas causadas pelo acetato de chumbo correlacionado-as aos efeitos da hidroxiapatita e do
resveratrol em ratos adultos contaminados com acetato de chumbo. Foram analisados 0s
pardmetros biomecénicos, biométricos, biofisicos, microtomogréaficos 6sseos, a densidade
radiogréafica, a concentracdo de Pb e a atividade de metaloproteinases no tecido 6sseo. Os
animais foram distribuidos em 6 grupos com 8 ratos cada: controle, tratados com salina 0,9%
(0,1 ml/100g MC), hidroxiapatita, tratados com hidroxiapatita (100 mg/kg MC), contaminado,
tratados com acetato de chumbo (250 mg/kg MC) e contaminado + hidroxiapatita, tratados
com acetato da chumbo (250 mg/kg MC) e hidroxiapatita (100 mg/kg MC), 1 vez por semana,
por 8 semanas pelo método de gavagem gastrica. Grupo contaminado + resveratrol, tratados
com acetato da chumbo (250 mg/kg MC) e resveratrol (0,7 mg/kg MC) e DMSO, tratado com
dimetilsulféxido (0,1 ml/100g MC), 5 vezes por semana, por 8 semanas por meio de injecdes
intraperitoneais. A contaminacdo com acetato de chumbo promoveu incorporacéo de chumbo
no tecido 6sseo provocando reducdo da resisténcia dssea de fémures e vértebras e do
contingente trabecular das vértebras analisadas, promovendo aumento da atividade de
metaloproteinases tipo 2. Tanto o tratamento com 100 mg/kg MC de hidroxiapatita quanto o
de 0,7 mg/kg MC de resveratrol preveniram os efeitos deletérios da contaminagdo com
chumbo na dose proposta, inclusive reduzindo os valores de atividade de metaloproteinases
tipo 2 para niveis semelhantes ao do grupo controle. Portanto, os resultados apontam a
hidroxiapatita e 0 resveratrol como potenciais agentes de tratamento preventivo na
contaminacdo com chumbo, evitando os prejuizos a qualidade do tecido 6sseo provocadas por

este elemento.

Palavras-chaves: acetato de chumbo, concentragdo de chumbo, hidroxiapatita, resveratrol,
biomecanica 6ssea, microtomografia dssea, densidade radiografica, metaloproteinases, ratos e

tecido 6sseo.



ABSTRACT

Lead (Pb) is an ubiquitous pollutant in the environmental ecosystem. Its distribution is mainly
anthropogenic, coming from the burning of fossil fuels, mining and production of various
industrial products. There is little knowledge of the effect of the Pb and its compounds on
bone metabolism as well as potential therapies for frames contamination related to the lead.
The aim of this study was to determine possible changes in the bones of adult rats
contaminated with lead acetate correlated them to the effects of hydroxyapatite and the
resveratrol in adult rats contaminated with lead acetate. The biomechanical, biometric,
biophysical, microtomographic bone parameters, the radiographic density, the concentration
of Pb and metalloproteinase activity in bone tissue were analyzed. The animals were
distributed into 6 groups of 8 rats each: control, treated with saline 0.9% (0.1 ml/100g BM),
hydroxyapatite, treat with hydroxyapatite (100 mg/kg BM), contaminated, treated with lead
acetate (250 mg/kg BM), contaminated + hydroxyapatite, treated with lead acetate (250mg/kg
BM) and hydroxyapatite (100mg/kg BM); the treatments were carry out once per week for 8
weeks by gastric gavage. The groups contaminated + resveratrol, treated with lead acetate
(250 mg/kg BM) and resveratrol (0.7 mg/kg BM ) and DMSO, treated with dimethylsulfoxide
(0.1 ml/100g BM), 5 times a week for 8 weeks by intraperitoneal injections. The
contamination with lead acetate promoted incorporation of it in bone tissue leading to a
reduction in bone strength of femurs and vertebrae, reduction of vertebral trabecular
contingent, and increased activity of metalloproteins type 2. The treatment with
hydroxyapatite (100 mg/kg MC) as well with resveratrol (0.7 mg/kg MC) prevented the
deleterious effects of lead contamination at the proposed dose, including reducing the activity
values of metalloproteins type 2 to levels similar to that of control group. Therefore, the
results point to hydroxyapatite and resveratrol as potential treatment agents in lead

contamination, preventing damage to the quality of bone tissue caused by this element.

Key words: lead acetate, lead concentration, hydroxyapatite, resveratrol, bone biomechanics,

bone microtomography, radiographic density, metalloproteinases, rat, bone tissue.
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(ng/dl) dos animais dos diferentes grupos experimentais: Controle,

Hidroxiapatita, Contaminado e Contaminado + Hidroxiapatita.

Concentracdo chumbo em fémures esquerdos (pg/g) e em plasma
(ng/dl) dos animais dos diferentes grupos experimentais: Controle,

Contaminado, Contaminado + Resveratrol e DMSO.

Intensidade média das bandas de zimografia (U.A.) dos fémures
esquerdos dos animais dos diferentes grupos experimentais: Controle,

Hidroxiapatita, Contaminado e Contaminado + Hidroxiapatita.

Intensidade média das bandas de zimografia (U.A.) dos fémures
esquerdos dos animais dos diferentes grupos experimentais: Controle,

Contaminado, Contaminado + Resveratrol e DMSO.
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1 INTRODUCAO

1.1 Tecido Osseo

O tecido 6sseo € constituido por uma matriz extracelular altamente organizada,
contendo componentes inorganicos (60%) e organicos (40%) (HILL, ORTH, 1998; ROBEY,
BOSKEY, 2008) e um distinto e complexo grupo celular. A fase constituida basicamente por
pequenos cristais de hidroxiapatita [Ca;o(PO)s(OH),] (formados por calcio, fosfato e
carbonato) e menores quantidades de magneésio, sodio, potassio, manganés e fllor é a fase
mineral, ou seja, inorganica (FERNANDEZ et al., 2006a). Ressalta-se que a sustentangdo da
conformacdo caracteristica desta estrutura, € dada pela presenca de cargas eletrostaticas
mantedoras dos ions na superficie do cristal. Somente os cations com propriedades quimicas
semelhantes as do elemento que comp®e o cristal sdo capazes de penetrar e tornar-se parte do
cristal. Como exemplo, o fluoreto ou cloreto podem substituir o anion hidroxila
(RABINOWITZ, 1991; TUREK, 1991) e metais pesados, como o estroncio, podem substituir
as posicdes do calcio na hidroxiapatita (BRONNER, 2002);

Funcionalmente, a fase organica (que da origem a matriz 0ssea) € determinante da
estrutura e das propriedades mecénicas ésseas, sendo composta pelo ostedide (pré-0sso) que é
formado principalmente por colageno tipo | e pelas células do tecido 6sseo (10% do total da
matriz 0ssea). Em relacdo ao grupo celular temos quatro tipos celulares principais no tecido
0sseo: osteoprogenitoras, osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos, descritos detalhadamente
abaixo:

- Células osteoprogenitoras: sao células tronco mesenquimais cuja capacidade de proliferacdo
e diferenciacdo as permite tornarem-se osteoblastos, podendo manter-se quiescentes ou ativas
conforme a demanda metabdlica imposta ao tecido;

- Células osteoblasticas: sdo células osteoprogenitoras diferenciadas (que estimuladas por
diversos fatores diferenciam-se, especializam-se e tornam-se células caracteristicas com
intensa atividade metabdlica). Sdo células responsaveis pela osteogénese, sintetizando e
exportando componentes da matriz 6ssea organica (colageno, principalmente do tipo | e
proteoglicanos sulfatados na matriz extracelular, ou seja, responsaveis pela formacdo da
matriz 0ssea;

- Células osteocitérias: ap0os a calcificagdo (deposi¢cdo dos componentes inorganicos) alguns
osteoblastos ficam aprisionados na matriz 6ssea mineralizada, diferenciam-se e passam a ser

denominados osteocitos. Estas células comunicam-se entre si, por meio de prolongamentos
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adjacentes, localizados em canaliculos presentes no interior do 0sso, mantendo dessa forma o
equilibrio e a manutengdo da matriz éssea (conteudo mineral e protéico). Ressalta-se das
funcbes do ostedcito, a sua participacdo como célula responsavel pela traducdo da forca
mecanica imposta ao 0sso em sinais bioquimicos que regulam o “turnover” 6sseo (MARCUS,
FELDMAN, KELSEY, 1996; NOMURA, YAMAMOTO, 2000; PALUMBO et al., 2001;
MACKIE, 2003; BONEWALD, 2004; TATE et al., 2004; FERNANDEZ et al., 2006b;
RUBIN, RUBIN, JACOBS, 2006; DEL FATTORE et al., 2010, ERIKSEN, 2010).

- Células osteoclasticas: os osteoclastos sdo células gigantes multinucleadas promotoras da
osteolise (reabsorvem tecido 6sseo). Sdo originadas a partir da diferenciacdo de células
mononucleadas hematopoiéticas precursoras de macrofagos e mondcitos “Granulocyte-
Macrophage Colony-Forming Units” (GM-CFU) e portanto, s&o o grupo celular ésseo que
ndo apresentam a mesma linhagem celular dos demais grupos de célular dsseas.

Além disso, é importante ressaltar a interagdo entre os grupos celulares ésseos. Um
exemplo direto é a acdo osteoblastica atuando diretamente na fase inicial da
osteoclastogénese. Por meio de um processo que envolve a osteoprotegerina, RANKL (ligante
de origem osteoblastica) e RANK (receptor de membrana osteoclastica) ha producéo do fator
estimulante da col6nia de macréfagos (M-CSF). Estes fatores levam a algumas reacfes que se
inicia com a diferenciacdo osteoclastica (via interacdo receptor - RANKL) e finaliza-se com a
inibicdo osteclastica (via interacdo da OPG - RANK, que inativa este receptor). Ainda ha uma
interacdo de grupos celulares com fatores enddgenos que participam diretamente da regulacao
funcional destes grupos celulares 6sseos. O exemplo principal sdo as interacfes entre grupos
celulares e mecanismos endodcrinos, como a acdo direta do paratormdnio (PTH) sobre
receptores osteblasticos e a acdo paracrina do mesmo sobre osteoclastos para manutengdo do
equilibrio iénico do célcio plasmatico (MARCUS, FELDMAN, KELSEY, 1996; RAISZ,
1999; PALUMBO et al., 2001; TROEN, 2003; FERNANDEZ et al., 2006b; BOYCE, XING,
2007; TAKAHASHI et al., 2011).

Das proteinas ndo colagenas (da matriz extracelular) ressalta-se a importancia da
osteocalcina como recrutadora de osteoclastos e de precursores destas células no processo de
reabsorcao 6ssea; da osteopontina como potencializadora da sobrevivéncia celular e migragdo
em éareas de metabolismo ativo 0sseo; e da osteonectina, regulando a formacdo e o
crescimento dos cristais de hidroxiapatita, servindo como nucleo para a mineralizagdo 6ssea
(EINHORN, 1996; HALL, 2005; FERNANDEZ et al., 2006a; ROBEY, BOSKEY, 2008).

Desta forma, o tecido 0sseo em associagdo com outras estruturas como: cartilagem,

medula 6ssea, gordura, vasos sanguineos e nervos caracterizam o 0sso como estrutura fisica
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organica. Biomecanicamente por sua vez, 0 0SSO em conjunto com diversas estruturas
funcionais (articulagdes, ligamentos e tendGes) faz parte do conjunto de estruturas que
formam o arcabouco de sustentacdo do nosso organismo: o esqueleto. Ademais, diversas
funcbes sdo atribuidas ao esqueleto: suporte e protecdo a 6rgdos vitais como os contidos na
caixa tordcica e craniana; sistema de alavancas cujo conjunto com os musculos caracteriza o
sistema musculo-esquelético, permitindo o deslocamento do individuo; sustentacdo e
conformacdo estrutural ao corpo; reservatério iGnico para o organismo (céalcio, fdsforo,
magnésio e outros); hematopoiese via medula 6ssea (BILEZIKIAN, RAIZ, RODAN, 1996;
MARTINI, 1998; CONFAVREUX, 2010; CONFAVREUX, 2011). Outro aspecto relevante
do esqueleto é sua atuacdo como segunda linha de defesa contra acidose e devido a sua vasta
area de superficie mineral hd uma capacidade de absorcdo de toxinas e metais pesados
(LOVERIDGE, 1999; RAISZ, 1999; FERNANDEZ et al., 2006a).

Como observado, a formacdo do osso é dependente da sintese de uma matriz organica
inicial (ndo mineralizada), rica em colageno (ostedide) da qual se converte em 0ssO
mineralizado (calcificado). A deposicdo deste 0sso depende de uma base pré-existente, seja
tecido conjuntivo rico em colageno, seja matriz cartilaginosa (MARCUS, FELDMAN,
KELSEY, 1996). Portanto ha formacdo do esqueleto por dois processos distintos conhecidos
como ossificagdo intramembranosa e ossificagdo endocrondral.

A ossificagdo intramembranosa ocorre internamente em uma membrana de tecido
conjuntivo (no desenvolvimento do embrido) pela especializacdo e diferenciacdo de células
mesenguimais osteoprogenitoras em osteoblastos, ocorrendo em o0ssos do cranio: frontal,
parietal e partes do occipital, do temporal, dos maxilares superior e inferior e partes da
clavicula. Contribui também para o crescimento de 0SS0S curtos e em espessura para 0S 0SS0S
longos. Exemplificando, os 0ssos do cranio crescem em direcdo ao centro de ossificacdo
priméaria (local da membrana conjuntiva onde se inicia a ossificacdo) e se encontram nas
suturas. As suturas sdo dominios celulares fibroblasticos compostas de peridsteo de 0ssos
adjacentes que apresentam em seu centro, células em proliferacdo que se diferenciam em
osteoblastos e direcionam-se a superficie 6ssea adjacente (WURTZ et al., 1998). A parte que
ndo sofre ossificacdo passa a constituir 0 endosteo e peridsteo.

Assim, endosteo e periosteo estdo relacionados diretamente com a reabsorcao interna
(pelas ceélulas localizadas no endosteo) e formacao externa ossea (pelas células localizadas no
peridsteo), respectivamente. E este processo estd diretamente relacionado ao crescimento do
didmetro de ossos longos (BILEZIKIAN, RAISZ, RODAN, 1996).
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J& na ossificagdo endocondral o osso é formado em um processo de ossificagdo a partir
de um molde cartilaginoso (hialina), onde células mesenquimais osteoprogenitoras se
diferenciam em células cartilaginosas. Este é o principal meio de formacédo de 0ssos curtos e
longos, onde o crescimento longitudinal surge da proliferacdo condrocitaria na placa de
crescimento. Esta placa pode ser subdividida em zonas (caracterizadas pela forma, tamanho e
atividade metabdlica celular): zona de repouso, onde condrécitos latentes sdo, a partir de
estimulos especificos, recrutados para a zona de proliferacdo; zona de proliferacdo onde os
condracitos dividem-se e formam colunas paralelas, empilhadas no sentido longitudinal do
0ss0. Apds assumirem esta configuracdo estas células migram para a zona de hipertrofia; zona
hipertrofica onde os condrécitos hipertrofiados produzem uma abundante matriz extracelular
gue mais tarde se tornara mineralizada. Prosseguindo, os condrdcitos sofrem apoptose na zona
de cartilagem calcificada onde ocorre mineralizacdo da matriz cartilaginosa e termina a
apoptose dos condrdcitos e na zona de ossificacdo onde capilares sanguineos e células
osteogénicas originadas do periosteo invadem as cavidades deixadas pelos condrdcitos
mortos. Ha diferenciacdo celular em osteoblastos, que formam uma camada continua sobre 0s
restos da matriz cartilaginosa calcificada. Sobre estes restos de matriz cartilaginosa, 0s
osteoblastos depositam a matriz 6ssea, fazendo parte de todo o processo de crescimento
longitudinal 6sseo, fatores intrinsecos e extrinsecos (como fatores de crescimento, hormdnios
e vitaminas) (LOVERIDGE, 1999).

Desta forma, culminanos no processo de remodelamento 6sseo. Apds a formacéo
0ssea, todos os grupos celulares (via liberacdo de diversas enzimas) e os fatores intrinsecos e
extrinsecos atuam nas diversas vias metabdlicas que acabam por caracterizar o 0ss0, COMo um
tecido dindmico constantemente em processo de modificacdo. Este processo de
remodelamento tem como principal funcdo manter a homeostasia mineral (calcio e fosforo) e
a integridade estrutural do tecido, regulando o “turnover” da matriz extracelular (MEC).
Ademais, o remodelamento 6sseo demonstra um comportamento resposta-dependente de
alguns tipos de sinalizadores quimicos, mecanicos, elasticos e eletromagnéticos. Em
condicBes normais, o equilibrio entre a formacéo e a reabsorcao visa garantir a integridade das
funcdes do esqueleto, mantendo a sua funcionalidade biomecénica, prevenindo-o contra o
acumulo de fadigas e protegendo os componentes teciduais para que estes estejam sempre
disponiveis para manter o equilibrio mineral (HILL, ORTH, 1998; STERNLICHT, WERB,
2001; FERNANDEZ et al., 2006b).

Basicamente, em um modelo ciclico, temos cinco fases no remodelamento 6sseo:

ativacdo, reabsorcdo, formacdo, mineralizacdo e quiescéncia. Este evento dura
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aproximadamente quatro meses para estar completo, com variacdo de trés a seis meses para o
0sso tornar-se plenamente maduro (PARFITT, CHIR, 1987; HILL, ORTH, 1998;
FERNANDEZ et al., 2006b).

Iniciando com o estagio de ativacdo, temos migracdo de pre-osteoclastos (células
mononucleares do sistema fagocitario) para a superficie do tecido que, estimulados e
diferenciados sobre a influéncia de citocinas e fatores de crescimentos, tornam-se osteoclastos
ativos. Assim, caracterizamos a fase de reabsorcdo 6ssea onde osteoclastos ativos digerem a
matriz mineral por meio da criacdo de uma superficie acida que dissolve o conteddo mineral
0sseo, permitindo a liberacdo de diversos fatores de crescimento, fundamentais para as etapas
posteriores do processo de remodelamento 6sseo. Uma vez que o conteudo mineral foi
dissolvido os osteoclastos remanescentes removem o restante do colageno da matriz 6ssea
para completar o processo de reabsorcdo. A erosdao formada no tecido é caracteristica
conforme o tipo 6sseo reabsorvido e denomina-se lacuna de Howship no osso trabecular e
cone de reabsorc¢éo (de desgaste) no 0sso cortical.

Seguindo a reabsorc¢éo, osteoblastos se tornam ativos (pois os fatores liberados durante
a fase de reabsorcao estimulam a diferenciacdo dos pré-osteoblastos) e migram para as areas
de reabsorcdo Ossea, sendo responsaveis pela producdo e deposicdo de matriz organica
(denominado osteoide) e caracterizando a fase de formacao dssea (sintese da matriz 6ssea). O
ostedide € rico em colageno, célcio e fosfato que comecam a sofrer cristalizagdo (calcificacdo
da matriz ostedide), caracterizando a fase de mineralizacdo onde os osteoblastos sdo
circundados pela matriz 6ssea mineralizada e tornam-se ostedcitos.

Consequente ao evento descrito, outros osteoblastos sofrem apoptose ou retormam a
fase de quiescéncia, retornando ao estado de células tronco mesenquimais (osteoprogenitoras)
e a superficie 6ssea encontra-se inativa. Por fim, as células osteoprogenitoras aguardam o
estimulo adequado para que retornem a diferenciarem-se em osteoblastos e iniciarem a
deposicdo de matriz orgénica novamente (PARFITT, CHIR, 1987; HILL, ORTH, 1998;
FERNANDEZ et al., 2006b).

Entretanto, ndo € conhecido em carater definitivo a sinalizacdo desencadeadora do
processo de remodelamento dsseo. Conhecido é o fato que ha interacdo entre os receptores
dos grupos celulares dsseos com fatores diversos, locais e sistémicos. Com a estimulagéo
celular apropriada (via prostaglandina E; - PGE; e PTH) ha sintese e liberacdo de proteases
(por exemplo, metaloproteinases de matriz) cuja acdo exple &reas de matriz 0ssea
mineralizada e culminam na funcdo de manutencdo da matriz extracelular (EINHORN, 1996;
HILL, ORTH, 1998; VU, WERB, 2000).
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Desta forma, assim como o ciclo de vida humano sofre constantes modificagdes
durante a vida, h& constantes alteracGes na fisiologia do tecido ésseo do individuo. Estas
alteracdes fisiologicas dar-se-do na relacdo entre formacao e reabsor¢édo do tecido dsseo, cujo
apice de desenvolvimento no humano encontra-se aos 30 anos de idade (com prevalecéncia da
formacdo tecidual). Ja a estabilizacdo entre a formagdo e reabsorcdo do tecido 0sseo ocorre
entre 0s 35 e 40 anos (BERGLUND et al., 2000). Apos esse periodo de equilibrio, a
reabsorcéo passa a prevalecer, culminando na reducdo progressiva de massa 6ssea. Assim, a
relacdo entre formacéo/reabsorcéo é de fundamental importancia para a fisiologia 6ssea, pois
preserva a integridade mecanica do tecido, o mantendo qualitativamente funcional
(VAANANEN, 1991; YAMAMOTO, JEE, MA, 1995; MARCUS, FELDMAN, KELSEY,
1996; NORDIN, 1997; KANIS, 1998; TENENHOUSE et al., 2000).

Ademais, todo o metabolismo do tecido 6sseo pode ser influenciado por fatores
enddgenos (hormonais, genética, sexo, idade, doencas intercorrentes) e exdgenos
(alimentacdo, fatores ambientais) (YONAGA et al., 1985; MARCUS, FIELDMAN,
KELSEY, 1996; SCHIRRMACHER et al., 1998; JIN et al., 2002; AKHTER et al., 2004;
NGUYEN et al., 2003; DOREA, DONANGELO, 2006; VAHTER et al., 2007). Dentre os
fatores ambientais, ha relatos na literatura da influéncia de metais pesados, como o chumbo,
sobre o desenvolvimento e remodelamento 6sseo (MAHAFFEY, 1974; POUNDS, LONG,
ROSEN, 1991; RABINOWITZ, 1991; ESCRIBANO et al, 1997; GONZALEZ-RIOLA et al.,
1997; RONIS et al., 2001; BRONNER, 2002; BAGCHI, PREUSS, 2005).

1.2 Chumbo

O chumbo (Pb), com numero atdbmico 82 e peso atdbmico 207,19, é um metal cinza
azulado ou cinza prateado com um ponto de fusdo de 327,5 °C e um ponto de ebulicdo de
1740 °C. Ha ocorréncia de quatro is6topos com pesos atémicos de 208, 206, 207 e 204 (em
ordem decrescente de abundancia) (IPCS, 1995; WHO, 2001; ATSDR, 2007). Este elemento
ocorre naturalmente na crosta terrestre, sendo a maior fonte natural as erupc¢des vulcénicas e 0
desgaste geoquimico (IPCS, 1995; COWI, 2003; WIWANITKIT, SUWANSAKSRI, 2006).
Entretanto, é raramente encontrado naturalmente como metal e usualmente encontra-se
combinado com dois ou mais elementos para formar compostos de Pb (ATSDR, 2007).
Apesar do Pb apresentar 4 elétrons em sua camada de valéncia, seu tipico estado de oxidagao
é +2. A excecdo do nitrato, clorato e, numa escala menor o cloreto, a maioria dos sais

inorganicos de Pb possuem pouca solubilidade em agua (WHO, 2001).
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Chumbo é um poluente ubiquo no ecossistema (HAN et al., 1997; WHO, 2001;
BAGCHI, PREUSS, 2005; DOREA, DONANGELO, 2006; EL-ASHMAWY et al., 2006;
MUDIPALLI, 2007). Este elemento pode ser encontrado em todo o ambiente (QIAN,
TIFFANY-CASTIGLIONI, 2003, BURBURE et al. 2006; ATSDR, 2007). Como nédo é um
elemento degradavel naturalmente, permanece no ambiente (COWI, 2003). Esta ampla
distribuicdo ambiental é principalmente antropogénica, oriunda da queima de combustiveis
fosseis, mineragdo e fabricagBes industriais diversas (CELIK, OGENLER,
COMELEKOGLU, 2005; ATSDR, 2007). Como o Pb metéalico é resistente a corroséo,
facilmente moldado e em combinacdo com outros metais formando ligas, comumente é
encontrado em canos, baterias, municdo de armamentos, revestimento de cabos e chapas
usadas para blindagem contra radiacdo. O maior uso para 0 Pb é nas baterias de carros e
outros veiculos. Os componentes do Pb sdo usados como pigmentos em tintas, tinturas,
esmaltes ceramicos e na calafetagem (IPCS, 1995; VOGIATZIS, LOUMBOURDIS 2001;
WHO 2001; WAKEFIELD, 2002; BARBOSA et al, 2005, WIWANITKIT,
SUWANSAKSRI, 2006; ATSDR, 2007). Tetraetil e o tretametil de Pb foram usados no
mundo inteiro como aditivos de combustiveis para aumentar o indice de octana (NRIAGU,
1990). A quantidade de Pb usado nestes produtos foi reduzida recentemente com o intuito de
reduzir os efeitos nocivos em humanos e animais. Nos Estados Unidos (EUA) a utilizacéo
destas substancias foi proibida na década de 80 e, a adi¢do de Pb na gasolina foi banida em 1°
de janeiro de 1996 (THOMAS et al., 1999; ATSDR, 2007). No Brasil, a partir de 1975 com o
surgimento do Programa Nacional de Etanol Anidrico, o tetraetil de Pb foi gradualmente
substituido pelo alcool anidrico na gasolina e em 1979, uma disposi¢do regulatoria
(Resolugdo 14/79) editado pelo Conselho Nacional de Petréleo (CNP), determinou a
proibicdo do uso do tetraetil de Pb na gasolina brasileira (PAOLIELLO, DE CAPITANI,
2007). Entretanto, o tetraetil de Pb continua sendo utilizado em alguns veiculos “off-road”,
avides, veiculos militares e ainda € utilizado em varios paises em desenvolvimento, onde ndo
h& uma fiscalizacdo adequada (ATSDR, 2007).

Muni¢des com Pb em sua composi¢do constituem a maior utilizagdo deste elemento
além das utilizagBGes vinculadas as baterias. A maior parte do Pb usado industrialmente
provém da escavacdo mineral (primario) ou da reciclagem de metais descartados e baterias
acido-Pb (secundario). Dados demonstram que um total de 97% das baterias sdo recicladas no
EUA (ATSDR, 2007). Portanto, verificamos que a atividade industrial e automobilistica séo
0s principais causadores do aumento da concentragcéo deste elemento no ambiente (CELIK,
OGENLER, COMELEKOGLU, 2005).



34

A literatura cientifica brasileira relacionada aos efeitos adversos do Pb em
trabalhadores e na populagédo geral, tem sido produzida irregularmente desde o fim do século
19 (PAOLIELLO, DE CAPITANI, 2007). No Brasil, efeitos adversos do Pb na populacéo
geral, especialmente em criancas, tornaram-se interesse da salde publica somente a partir de
1980 (CARVALHO et al, 2003).

A producéo brasileira de Pb (8.832 ton em 2000) representa 0,003% da producéo
mundial, e foi claramente reduzida nos altimos anos. Atualmente representa 8,1% da
quantidade total de Pb que é consumido no pais por ano. Toda a producdo mineral é
exportada, pois o refino local de Pb foi cessado em 1996. Atualmente 90% do consumo
nacional total vém das atividades de reciclagem. No entanto, é estimado que 2 milhdes de
baterias usadas sejam anualmente perdidas sem possibilidades de reciclagem (FRANCO-
NETTO et al., 2003). Os maiores consumidores de Pb no pais sdo os produtores de bateria
(80%), representando 88.000 ton, seguidos por éxidos e pigmentos (12%), e 0s setores
eletronicos e elétricos com 8% (BRASIL, 2001). N&o obstante, os dados epidemioldgicos da
exposicdo humana ao chumbo tém sido insuficientes, ndo permitindo um entendimento mais
acurado do impacto sobre a saude publica (FRANCO-NETTO et al, 2003). No Brasil, os
limites propostos pela legislacdo para os niveis de Pb no sangue sdo de 60 pg/dl (para
trabalhadores que tem contato com Pb), e é contrastante com os limites da Conferéncia
Americana das Induastrias Governamentais Higienistas (ACGIH), que é de 30 ug/dl
(PAOLIELLO, DE CAPITANI, 2007).

A ingestdo humana de metais pesados provenientes do ambiente tem sido foco de
continuo interesse. Chumbo é encontrado em plantas (folhas de fumo), animais e humanos,
por meio do consumo de agua, comida e do ar que respiramos (CELIK, OGENLER,
COMELEKOGLU, 2005). Quando liberado no ar, o Pb percorre grandes distancias antes de
sedimentar-se ao solo e aderir-se a diversas particulas no solo. Consequentemente, este
contaminante pode atingir lengois freaticos e difundir-se por uma enorme area (ATSDR,
2007).

Os efeitos do Pb dar-se-d0 por meio da inalacdo ou ingestdo deste elemento. Este
metal pode afetar praticamente todos os Orgaos e sistemas do nosso organismo (ATSDR,
2007; MUDIPALLI, 2007; LIAO et al, 2008). No ambiente, o Pb é tdxico para plantas,
animais e microorganismos, sendo bioacumulado no esqueleto e tecidos moles de mamiferos,
algas aquaticas e invertebrados. Ademais, este elemento é altamente toxico para humanos e
ndo ha efeitos benéficos para o organismo (COWI, 2003; BAGCHI, PREUSS, 2005), sendo
que o grau da toxicidade pode ser influenciado por diversos fatores, como sexo, idade, estado
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fisioldgico, condicdo nutricional e genética (MAHAFFEY, 1974; IPCS, 1995). Além disso, a
forma quimica do Pb como intoxicante do organismo pode influenciar a sua
biodisponibilidade. Como exemplo, o0 acetato de chumbo - Pb(C,H30,),.3(H20), um sal com
grande solubilidade em &gua, branco e inodoro, apresenta uma maior taxa de absorcdo via
sistema gastrointestinal quando comparado a outros sais e compostos de Pb (IPCS, 1995;
CETESB, 2001; SMITH, MIELKE, HENEGHAN, 2008). DIETER et al, 1993, mostraram
que o acumulo de chumbo em fémures de ratos, é altamente dependente da forma quimica de
Pb administrado, sendo que a biodisponibilidade do acetato de chumbo foi a maior, em
comparagdo com outros compostos de chumbo.

H& aumento da quantidade de Pb corporal por meio da dieta e ingestdo de &gua
contaminada ou por meio da liberacdo deste elemento pelos 0ssos, uma vez que este elemento
pode permanecer no 0sso por décadas (LIN et al., 2003). O Pb por si s6 ndo se decompde
quimicamente, porém a partir da formacdo de compostos de Pb ha decomposi¢do quimica e
alteracdo por meio da luz solar, ar e &gua (COWI, 2003). Desta forma, a contaminagdo com
Pb, pode provocar efeitos mutagénicos, carcinogénicos, citotoxicos e genotoxicos (IPCS,
1995; CELIK, OGENLER, COMELEKOGLU, 2005). Em humanos, o Pb pode resultar em
um amplo efeito bioldgico, dependente do nivel e duracdo da exposi¢cdo. Os efeitos podem
variar desde a inibicdo de determinadas enzimas (mudancas bioquimicas subitas), inibicdo da
divisdo celular, a producdo de mudancas morfolégicas e morte (IPCS, 1995, MESTEK et al.,
1998; EL-ASHMAWY et al., 2006).

Iniciando a lista de efeitos deletérios do Pb, temos os neuroldgicos, como 0s mais
estudados e revisados pela literatura cientifica. Varios autores relatam a toxicidade do Pb
sobre o sistema nervoso central (SNC) (FERGUSON, et al., 1998; UNGVARY, MORVAI,
SZAKMARY, 2002; QIAN, TIFFANY-CASTIGLIONI, 2003; CHEN et al., 2005;
FAZAKAS, LENGYEL, NAGYMAJTENYI, 2005; DOREA, DONANGELO, 2006). Os
danos a este sistema envolvem retardo do aprendizado com reducdo do coeficiente de
inteligéncia (QI) em criangas expostas a este metal e deficiéncias do desenvolvimento
neuropsicoldgico e das fungdes neurocomportamentais (IPCS, 1995; CANFIELD et al., 2003;
BAGCHI, PREUSS, 2005; CHEN et al., 2005; BURBURE et al., 2006; DOREA,
DONAGELO, 2006). Associa-se este elemento também a encefalopatias, reducdo da funcéo
nervosa periférica e da condugéo das fibras nervosas mielinizadas (BLEECKER et al., 2005,
CELIK, OGENLER, COMELEKOGLU, 2005). GORELL et al. (1999) associaram a
contaminagdo por chumbo ao aumento do risco de desenvolvimento da doenga de Parkinson.

WEISSKOPF et al., 2007, relacionaram a contaminagdo do chumbo com a reducdo dos niveis
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cognitivos e com a doenca de Alzheimer. KAMEL et al. (2008) sugerem que a exposi¢ao ao
chumbo esté relacionada a uma doencga neurodegenerativa progressiva denominada esclerose
lateral amiotrofica.

Recentemente, associou-se as complicacfes cardiovasculares e subseqientemente, o
surgimento de hipertensdo arterial sistémica (HAS) a contaminacdo com Pb, confirmando a
acdo prejudicial deste metal ao sistema cardiovascular (HU et al., 1996; UNGVARY,
MORVAI, SZAKMARY, 2002; BAGCHI, PREUSS, 2005; CHEN et al, 2005; MARTIN et
al., 2006; PARK et al., 2006). No sistema hematopoiético, o Pb afeta a formacé&o de eritrocitos
e prejudica a sintese heme e da globina, 0 que pode acarretar anemia ao organismo
contaminado (FOX, 1987; IPCS, 1995; REISS, HALM, 2007).

No sistema renal, os efeitos prejudiciais estdo associados a exposicGes cronicas e
agudas ao Pb, induzindo nefropatias (LIN et al.,, 2003; YU, LIN, LIN-TAN, 2004,
BURBURE et al., 2006). A nefrotoxicidade aguda é caracterizada pelo decréscimo da
reabsorcdo de compostos com baixo peso molecular pelo tubulo renal, particularmente,
aminoéacidos, glicose e fosfato. Mudancas morfoldgicas da exposi¢cdo crénica ao Pb incluem
citomegalia, desenvolvimento de corpos de inclusdo nucleares e mudancas ultraestruturais nas
mitocondrias (IPCS,1995). LIN et al (2003) demonstraram que a exposicdo cronica ao Pb
(niveis baixos) pode influenciar subitamente a progressdo da insuficiéncia renal em pacientes
sem diabetes com doenca renal cronica acarretando danos glomerulares e tubulares renais.

No tecido hepético, igualmente demonstrou-se evidéncias da toxicidade do Pb
(FAZAKAS LENGYEL, NAGYMAJTENYI, 2005). SMITH, MIELKE, HENEGHAN
(2008) demonstraram um aumento da concentragdo de acetato de chumbo dose dependente,
no tecido hepatico. EL-ASHMAWY et al. (2006) associaram a disfuncdo hepética (reducédo
do ndmero de divisGes celulares e aumento das aberracdes celulares e de cromossomos) apds
a contaminacdo com chumbo com aumentos significativos da peroxidacdo lipidica, e um
decréscimo dos niveis de antioxidantes enddgenos neste tecido.

O Pb é um dos maiores intoxicantes do sistema reprodutivo (JARRELL et al., 2006).
No sistema reprodutor masculino, provoca alteraces morfologicas e da contagem dos
espermatozdides e no sexo feminino, induz alterages da gestacdo e dos niveis hormonais do
horménio luteinizante e foliculo estimulante, por meio de a¢bes nos ovarios (IPCS, 1995;
COWI, 2003; KRIEG, 2007). Também interage com o sistema imunoldgico, provocando
reducdo da resisténcia do organismo, aumentando a mortalidade em organismos expostos
previamente a agentes virais e bacterianos. Chumbo prejudica a formagéo de anticorpos e a
resposta imune (KOLLER, ROAN, 1980; QUEIROZ et al., 2003).
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O Pb no osso é outro foco de interesse por diversas razdes, sendo o esqueleto o maior
sitio de armazenamento deste elemento no organismo (WHO, 2001; BRONNER, 2002) e a
maior fonte enddgena de chumbo (BERGLUND et al., 2000). Recentemente associou-se 0
envenenamento por Pb as desordens dsseas. O 0sso € 0 deposito para o Pb dos organismos
previamente expostos a este contaminante, onde h& incorporacdo na matriz 6ssea durante a
calcificagdo (GONZALEZ-RIOLA et al., 1997). Esse acumulo inicia-se durante o
desenvolvimento fetal e prolonga-se ao longo da vida, instalando-se em areas de crescimento
e mineralizacdo dssea (BARRY, 1975; EISENSTEIN, KAWANOUE, 1975; POUNDS,
LONG, ROSEN, 1991; HAMILTON, O’FLAHERTY, 1995). Este elemento apresenta uma
meia vida bioldgica longa (10 a 30 anos) e o conhecimento da cinética de armazenamento do
chumbo é muito importante devido a possibilidade de liberacdo deste estoque sobre
determinadas condicGes e contaminacdo de outros tecidos moles (sangue, figado, rim,
encéfalo) (RABINOWITZ, 1991; HU et al., 2007). Devido a variagdo do “turnover” no 0sso
trabecular, cortical e nas diversas regides do esqueleto, o acimulo de um dado metal no
esqueleto, como o chumbo, serd maior naquelas regides onde a taxa de “turnover” for menor
(BRONNER, 2002). BARBOSA et al. 2005 afirmam que 0ssos trabeculares apresentam um
periodo de “turnover” menor, o que torna 0 chumbo acumulado nesse tipo Gsseo
biologicamente mais ativo.

O desenvolvimento da técnica de fluorescéncia por raios-X e testes de mobilizagdo de
EDTA dissodio de célcio para mensuracdo de Pb no osso in vivo, permitiu o inicio do
entendimento de como o Pb pode interferir sobre o metabolismo dsseo e os fatores que
influenciam sua retencao e sua liberacdo (GRAZIANO, 1994; LIN et al, 2003; BARBOSA et
al., 2005; HU et al., 2007). O interesse nesta relagdo surgiu juntamente com evidéncias de que
estados fisioldgicos e patoldgicos, por exemplo, gestacdo, lactacdo (SILBERGELD, 1991;
REISS, HALM, 2007), e osteopatias (CAMPBELL et al., 2004) como a osteoporose
(SILBERGELD et al., 1988; SUN et al. 2008), poderiam mobilizar o Pb estocado nos 0ssos e
promover efeitos adversos a outros tecidos, incluindo contaminacdo do feto (IPCS, 1995,
DOREA, DONANGELO, 2006), aumento do risco de aborto e nascimento de crian¢as mortas
(CELIK, OGENLER, COMELEKOGLU, 2005). Ha relatos sobre o Pb como prejudicial ao
crescimento em criancas (GONZALEZ-RIOLA et al., 1997). Além disso, a deposicdo de
chumbo afeta a funcdo celular do osso, tanto a atividade osteoblastica quanto a osteoclastica
(POUNDS, LONG, ROSEN, 1991; BRONNER, 2002). A inibicdo da atividade osteoblastica
esta associada & reducéo da sintese de osteocalcina (GONZALEZ-RIOLA et al., 1997).
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H& evidéncias que o Pb pode afetar direta e indiretamente véarios aspectos do
metabolismo dsseo, sendo a manifestacdo desta contaminacdo resultado de uma complexa
interacdo entre efeitos enddcrinos sistémicos, processos celulares nos 0ssos e Processos
quimicos na matriz 6ssea (POUNDS, LONG, ROSEN, 1991). O Pb inibe a enzima renal 1-
alfa-hidroxilase, reduzindo os niveis plasmaticos do 1,25-dihidroxicolecalciferol (vitamina D
ativa). Chumbo prejudicou o remodelamento dos sistemas haversianos em cées expostos
cronicamente a este elemento (ANDERSON, DANYLCHUK, 1977).

Muitos autores estudaram alteracbes do tecido 0sseo em ratos durante seu
desenvolvimento, demonstrando que o desenvolvimento 0sse0 nesses animais possui as
mesmas caracteristicas fisioldgicas na formacdo e reabsorcdo que ocorre durante o
desenvolvimento do tecido 6sseo em humanos (BERG, HARMISSON, 1957; KALU et al.,
1989; THOMPSON et al.,, 1995). O modelo experimental com ratos é excelente para
verificarmos alteracfes 0sseas causadas por contaminantes.

Existem relatos sobre a influéncia de metais pesados, como o Pb, sobre as alteracdes
do desenvolvimento 6sseo em ratos durante a fase de crescimento. HAMILTON,
O’FLAHERTY (1995) demonstraram alteracfes morfologicas metafisarias e nas placas de
crescimento em 0ssos de ratos expostos ao Ph. GONZALEZ-RIOLA et al. (1997) relataram
inibicdo do desenvolvimento das epifises de crescimento em fémures de ratos contaminados
com dose de 17 mg de acetato de chumbo por kg de peso corporal por um periodo de 50 dias.
Para ESCRIBANO et al. (1997), o crescimento longitudinal e periférico de 0ssos longos nao é
prejudicado pelo Pb, mas altera o desenvolvimento do esqueleto axial. Outros autores como
BAGCHI, PREUSS (2005) observaram uma reducdo da densidade mineral 6ssea em ratos
contaminados com acetato de chumbo a 1% na agua consumida por estes animais durante 40
dias. Estudos in vitro também néo descartam alteragdes em células 6sseas expostas a Pb**
(5umol/l) por longos periodos, como a reducdo do acoplamento elétrico mediado por
conexina-43 em cultura de células osteoblasticas, provavelmente esgotando os estoques de
calcio intracelular, j& que a comunicacdo célula-a-célula via jungdes do tipo “gap” S0
sensiveis ao calcio (SCHIRRMACHER et al., 1998). In vivo, RONIS et al. (2001), associaram
prolongada a este elemento reduziu a resisténcia 0ssea e 0 crescimento esquelético.

Vérios trabalhos determinaram que animais ndo completamente desenvolvidos
demonstraram sensibilidade quando expostos a metais pesados, praguicidas ou outros agentes
toxicos (MOSER, 2000; FERRI et al., 2003; SINGH, RISHI, 2005; DOREA, DONANGELO,
2006). A grande vulnerabilidade desses organismos quanto a agentes quimicos esta
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relacionada a imaturidade dos ¢rgdos e membranas e a incapacidade de processar
adequadamente os mesmos (NIES, SPIELBERG, 1996; TYL, 1998). O dano ao organismo
pode ser direto, pela deposicdo deste elemento nos tecidos, e indiretos, por meio dos
distdrbios do metabolismo (MESTEK et al, 1998). Nas células eucarioticas, este metal tem
um efeito genotoxico, com mecanismos ndo bem caracterizados e possivelmente envolvendo
danos indiretos ao DNA, quer seja afetando a estabilizacdo da cromatina, quer seja
interagindo com processos de reparo e acredita-se que o chumbo é capaz de interagir
covalentemente com ions fosfato tercidrios em acidos nucléicos e proteinas (CELIK,
OGENLER, COMELEKOGLU, 2005).

Todos os compostos de chumbo sdo toxicos. Devido a alta afinidade entre chumbo e
grupos sulfidricos (SH) (GRAZIANO, 1994), ha modificacdo de grupos tidis nas proteinas de
membrana, peptideos e aminoacidos, indiretamente pela producdo de produtos oxidativos e
por meio da alteracdo do estado redox da célula. Este efeito da-se por meio da peroxidacdo
lipidica e/ou modulagdo da sintese de produtos imunorreguladores (QUEIROZ et al., 2003).
BAGCHI, PREUSS (2005) também relatam como possiveis efeitos adversos do Pb o estresse
oxidativo. Essa interacdo com SH de proteinas como as metalotioneinas, glutationa e cisteina
estd diretamente envolvida com a captagdo, acumulo, transporte e conseqientemente,
toxicidade do Pb. A inducdo da expressao de metalotioneinas ¢ o um dos efeitos intracelulares
do Pb?*, tanto in vitro quanto in vivo (HAN et al., 1999, DOREA, DONANGELO, 2006). A
interacdo dos metais pesados com estes SH resulta em alteracdo de atividades enzimaticas
como, por exemplo, das metaloproteinases de matriz, fundamentais ao processo de
remodelamento tecidual (SOUZA, GERLACH, LINE, 2000; VU, WERB, 2000); inibicao de
enzimas antioxidantes estimulando a formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS) como
o0 superoxido (O"), perdxido de hidrogénio (H,O,) e radical hidroxil (OH") e assim, induzindo
aumento da peroxidacao lipidica, o que induz danos ao DNA e alteracdo da homeostase do
calcio (STOHS, BAGCHI, 1995; LIN et al, 2003; YU, LIN, LIN-TAN, 2004, EL-
ASHMAWY et al., 2006). A contaminagdo de animais com Pb esta intimamente associada ao
metabolismo de calcio (COWI, 2003), sendo que as proteinas ligantes de calcio apresentam
grande afinidade por chumbo, 0 que, por conseguinte, permite assumir a competicdo entre os
sitios ativos de ligacdo de calcio (MAHAFFEY, 1974; BUSSELBERG et al., 1991;
FULLMER, 1991; HAN et al., 1997; MESTEK et al., 1998; HAN et al., 2000). O chumbo
ainda, pode competir com o calcio em multiplos sitios de ligacdo, reduzindo o estoque de
calcio intracelular, o que afetaria os canais de jungdo do tipo “gap” (SCHIRRMACHER et al.,
1998). Recentemente associou-se 0s receptores de ferro, transferrina 1 e 2 (TfR1 e TfR2,
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respectivamente), presentes em diversos tipos celulares, como passiveis de transporte para
diversos cations metélicos covalentes, inclusive o Pb (BALLATORI, 2002). GUNSHIN et al.
(1997) descreveram o mecanismo de entrada do Fe** e outros cations divalentes, com o Pb,
por meio de um transportador denominado transportador de cation divalente 1 (DCT1 ou
DMT1 ou NRAMP2) dependente de potencial de membrana e acoplamento de prétons. Vérias
evidéncias apontam que alguns efeitos do Pb estdo localizados no reticulo endoplasmaético
(RE), sendo esta organela o maior sitio de armazenamento e regulacdo de calcio intracelular.
Por sua vez, o Pb intracelular se liga a uma proteina chaperona de peso molecular de 78 kD,
conhecida como GRP78 promovendo uma falha no seu funcionamento, o que pode estimular
respostas protéicas especificas via transdugdo por IREL/ATF6 (proteina 1 requerente de
inositol e fator de transcricdo ativado 6, respectivamente) e/ou IRE1/JNK (c-Jun amino-
terminal quinase) (QIAN, TIFFANY-CASTIGLIONI, 2003).

1.3 Hidroxiapatita

Estudos in vitro demonstram a capacidade de cristais de hidroxiapatita sintéticos de
retirar o chumbo do ambiente (principalmente em solos e agua), via reacdo do chumbo com o
fosfato, formando um composto menos biodisponivel e ndo toxico ao ambiente, a
hidroxipiromorfita (Pb1o(PO4)s(OH)2) (RYAN, et al., 2001; ELLIS et al., 2006; SINGH,
HENDRY, 2006; SRINIVASAN, FERRARIS, WHITE, 2006; JANG et al., 2008;
SMICIKLAS et al.,, 2008). ZHANG, RYAN (1998) observaram um decréscimo na
biodisponibilidade do chumbo com formacdo de piromorfita, ap6s simular certas condigdes
gastrointestinais de mamiferos. GIAMMAR, XIE, PASTERIS (2008), utilizando nanocristais
de hidroxiapatita de ossos de peixes, conseguiram observar a precipitacdo do chumbo e a
formacdo de piromorfita. No entanto, 2 estudos revelam a interacdo entre chumbo e este
cristal in vivo. PEARSON et al. (2000) analisaram minhocas em solo contaminado com
chumbo e tratadas com fosfatos. O estudo revelou uma reducéo parcial (30%) do acimulo de
chumbo nestes organismos e formacdo de piromorfita. ARNICH et al (2003), realizando
experimentos in vitro, demonstraram a capacidade da hidroxiapatita sintética de reter Pb,
formando piromorfita. Os autores supdem que isto possa ocorrer pela troca do Ca** pelo Pb?*
na hidroxiapatita, conseqiientemente formando piromorfita. Os mesmo autores, realizando
estudos in vivo, com ratos divididos em quatro grupos: controle, grupo que recebeu
hidroxiapatita, grupo que recebeu chumbo e grupo que recebeu chumbo e hidroxiapatita,

durante 31 dias via gavagem, verificaram que a hidroxiapatita foi efetiva na imobilizacdo do
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chumbo produzindo uma forma insollvel (piromorfita). As concentracdes de Pb em varios
Orgdos testados (sangue, intestino, figado, rins, bago, encéfalo, ossos) foram reduzidas nos
animais tratados com hidroxiapatita sintética.

Ha duas teorias para explicar os mecanismos de conversdo da hidroxiapatita em
piromorfita. O primeiro segue a linha da dissolucao/precipitagdo, onde a apatita pode prover
fosfatos (MA, TRAIANA, LOGAN, 1993; MA et al.,, 1994a, MA, TRAIANA, LOGAN,
1994b, MA, LOGAN, TRAIANA, 1995; LAPERCHE et al., 1996; RUBY et al., 1996;
LAPERCHE et al., 1997; CHEN et al., 1997; ZHANG, RYAN, YANG, 1998; ZHANG,
RYAN, 1998; ZHANG, RYAN, 1999a, ZHANG, RYAN, 1999b). A reacdo principal segue a
equacdo: Ca;o(PO4)s(OH), + 14 H" — 10Ca®" + 6H,PO, + 2H,O (dissolucdo da
hidroxiapatita) e 10Pb?* + 6H,PO4 + 2H,0 — Pbio(PO4)s(OH), + 14H" (precipitacio da
piromorfita). O segundo mecanismo segue a hipotese da troca de ions. O chumbo poderia ser
absorvido primeiro na superficie da particula de apatita e posteriormente, por difusdo, haveria
troca de cations, o Ca’* da apatita pelo Pb?* (SUZUKI, ISHIGAKI, MIYAKE., 1984;
MIYALKE, ISHIGAKI, SUZUKI, 1986; TAKEUCHI, ARAI, 1990; SHASHKOVA et
al.,1999; SUGYIAMA et al., 1999). A reacdo seria: Ca;o(PO4)s(OH), + Pb** — (Cayo.
Pb)(POL)s(OH), + ,Ca®* (SHASHKOVA et al., 1999). SANDRINE et al. (2007)
apresentaram resultados cinéticos, mostrando a entrada de chumbo na hidroxiapatita,
formando o composto piromorfita, exemplificado por meio da formula Cayg-xPbx(PO4)s(OH)..
Entretanto, os mecanismos de ocorréncia exatos deste processo permanecem incertos e

constituem uma fonte potencial para novas pesquisas da area.
1.4 Resveratrol

Um potente agente antioxidante, antiinflamatorio, cardioprotetor e anti-neoplasico é o
resveratrol (3,5,4’-trihidroxiestilbeno), um composto polifendlico presente em uvas e no
vinho tinto, que pode agir como um eliminador de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
quelador de ferro. O resveratrol pode inibir a ativagdo do sistema de fator nuclear kappa 8
(NF-kB) por meio da redugdo de espécies reativas de oxigénio. Em adicdo, o resveratrol
apresenta um significativo efeito sobre o processo inflamatorio, reduzindo a expressao de
citocinas inflamatérias (FREMONT, 2000; BHAT, KOSMEDER, PEZZUTO, 2001; BAUR,
SINCLAIR, 2006; DE JESUS SOARES et al., 2007). Ademais, esta substancia pode
aumentar a capacidade antioxidante do plasma por meio da modulagdo do sistema
antioxidante endogeno (DO AMARAL et al., 2008).
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Correlacionado ao tecido 6sseo e cartilaginoso, o resveratrol € um potente mediador
anabolico da homeostase da cartilagem do disco intervetebral bovino (in vitro), revelando um
potencial efeito bioldgico na reducdo da progressdo da degeneracédo intervertebral, podendo
ser utilizado no tratamento de patologias dsseas, inibindo a regulacdo de alvos moleculares
que respondem ao estresse oxidativo, proliferacdo e apoptose celular (LI et al., 2008). Além
disso, foi provada sua agdo protetora e reparadora em cartilagens pos-lesdo. ELMALI et al.
(2005) demonstraram a eficiéncia do resveratrol na reducdo da perda de cartilagem em
joelhos de coelhos artriticos.

Foi atribuido ao resveratrol a prevencédo da inibi¢do induzida por dioxina da sintese do
coladgeno tipo 1, osteopontina, sialoproteinas ésseas e fosfatase alcalina. O resveratrol
estimula a sintese de osteocalcina e a atividade proliferativa de células dsseas semelhantes a
osteoblastos (RUCINSKI et al. 2006). MIZUTANI et al. (1998), analisando a acdo do
resveratrol sobre células MC3T3-E1 (linhagem de pré-osteoblastos de ratos, usada como
modelo do osteoblasto na medula dssea em pesquisas in vitro), demonstraram um efeito de
estimulacdo direto na proliferacdo e diferenciacdo de osteoblastos.

Ademais, independente do modo de acdo do resveratrol sobre o metabolismo dsseo,
ha indicacdo na literatura que o uso de resveratrol é capaz de afeta-lo, impedindo o
decréscimo da densidade mineral Gssea em ratas ovariectomizadas. (MIZUTANI, IKEDA,
KAWALI, 2000; LIU et al., 2005). LIU et al. (2005) observaram que o resveratrol pode
aumentar a densidade mineral GOssea, especialmente nas epifises, inibindo a reducdo de
densidade mineral G6ssea em ratas ovariectomizadas. Os resultados indicam que o resveratrol
pode previnir a perda éssea causada pela ovariectomia, sugerindo um papel importante contra
a osteoporose ou perda 0ssea pos-menopausal.

Além disso, ligando-se aos receptores de estrégeno, o resveratrol age como um
superagonista, potencializando seus efeitos, diminuindo as concentracdes de TNF-a, (fator
cuja acdo aumenta a osteoclastogénese e, consequentemente, a reabsorcdo 6ssea) (BHAT,
KOSMEDER, PEZZUTO, 2001). Outra atuacdo para a reducdo da osteoclastogénese é
sua acdo sobre receptores RANKL (ligante do receptor ativador do NF-xB) em células
precursoras de osteoclastos, diminuindo a ativacdo de Nuclear Factor xB (NF-«B,
ligante da familia das células TNF), fator essencial para a diferenciacdo dos
osteoclastos. (BOISSY et al., 2005).

Portanto, observamos que ha evidéncias das quais o resveratrol atua como potente
mediador do metabolismo dsseo, podendo promover beneficios ao tecido, o que torna sua

aplicabilidade importante no estudo.
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2 OBJETIVOS

Geral:

Avaliar os efeitos do tratamento com hidroxiapatita ou resveratrol em ratos adultos

jovens contaminados com acetato de chumbo.

Especificos:

Avaliar em animais intactos, contaminados, contaminados tratados com hidroxiapatita

e contaminados tratados com resveratrol:

A eficacia da contaminacao durante o periodo de tratamento proposto;

Os parametros biomecéanicos 6sseos por meio do teste de flexdo a trés pontos para fémures

e de compressao vertebral para as quintas vértebras lombares;

Os parametros biométricos 0sseos (fémures e vértebras);

Os parametros biofisicos 6sseos (fémures e vértebras);

Os parametros microtomograficos 6sseos (vértebras);

Os parametros de densidade radiogréafica (vértebras);

Os parametros bioquimicos por meio da verificagdo das concentracdes Gsseas de calcio

(fémures e vértebras);

As concentracfes de Pb por meio da Espectrometria de Absor¢do Atdmica com Chama

(fémures e plasma sanguineo);

A atividade proteolitica do extrato de tecido 6sseo para metaloproteinases (tibias).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Modelos do Estudo

Neste estudo experimental o modelo animal foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentagdo Animal da Universidade Federal de Sdo Carlos: Protocolo CEEA n°.
054/2009 (anexo 1).

3.2 Animais

Foram utilizados neste experimento, 48 ratos intactos da linhagem “Wistar” (Rattus
norvegicus albinus), do género masculino, com 4 meses de idade, provenientes do Biotério
Central da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar).

O experimento foi realizado no laboratério de Neuroendocrinologia do Departamento
de Ciéncias Fisiologicas da UFSCar. Os ratos permaneceram em biotério proprio do
laboratdrio, durante todo o desenvolvimento experimental, sob as seguintes condi¢6es: regime
de luz (10 horas claro e 14 horas escuro), temperatura controlada (25°+2°C), alimentacdo com

ragdo comercial e agua “ad libitum”.
3.3 Protocolo Experimental
Para analise dos efeitos do acetato de chumbo - Pb(C,H30,),.3(H.0) - sobre variaveis

0sseas, distribui-se aleatoriamente 0s animais nos grupos experimentais:

- Grupo Controle: 8 animais intactos tratados com salina 0,9% (0,1mI/100g MC), com

0 intuito de simulacdo da contaminacao.

- Grupo Hidroxiapatita: 8 animais intactos tratados com hidroxiapatita (Sigma
Aldrich®) (100mg/kg MC, administrados na concentragéo de 0,1ml/100g MC).

- Grupo Contaminado: 8 animais intactos contaminados com Acetato de Chumbo
(Sigma Aldrich®) (250mg/kg MC, administrados na concentragéo de 0,25ml1/100g MC).

- Grupo Contaminado + Hidroxiapatita: 8 animais intactos contaminados com Acetato

de Chumbo e tratados com hidroxiapatita (250mg/kg MC, administrados na concentracdo de
0,25ml/100g MC e 100mg/kg MC, administrados na concentragdo de 0,1ml/100g MC,

respectivamente).
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- Grupo Contamiando + Resveratrol: 8 animais intactos contaminados com Acetato de

Chumbo e tratados com resveratrol Sigma (Aldrich®) (250mg/kg MC, administrados na
concentracdo de 0,25ml/100g MC e 0,7mg/kg MC, administrados na concentracdo de
0,07ml/100g MC, respectivamente).

- Grupo DMSO: 8 animais intactos tratados com uma solucdo de dimetilsulfoxido
(DMSO - AMRESCO®) e Salina a 0,9% (0,1ml/100g MC, a partir de soluco salina e DMSO
1:1).

A dose selecionada para contaminacgdo dos animais (250 mg/kg MC) foram derivadas
da dose maxima para ratos (500 mg/kg MC) determinada pela literatura (CELIK, OGENLER,
COMELEKOGLU, 2005), com o objetivo de simular os niveis de exposicdo ambientais
didrias ao chumbo (CELIK, OGENLER, COMELEKOGLU, 2005; ESCRIBANO et al,
1997). As doses utilizadas de hidroxiapatita e resveratrol foram baseadas na literatura
(ARNICH et al., 2003; LIU et al., 2005). A administracdo da salina, do acetato de chumbo e
da hidroxiapatita foi realizada pelo método da gavagem géstrica (CELIK, OGENLER,
COMELEKOGLU, 2005; FAZAKAS, LENGYEL, NAGYMAJTENYI, 2005), uma vez na
semana por um periodo de 8 semanas. O resveratrol e 0 DMSO foram administrados com
injecOes intraperitoneais devido a melhor absorcdo organica evidenciada na literatura (DO
AMARAL et al., 2008), 5 vezes por semana por um periodo de 8 semanas. O veiculo
(DMSO) utilizado em conjunto com o resveratrol foi determinado segundo o estudo de
KUPISIEWICZ et. al. (2010).

3.4 Eutanasia

Apds oito semanas da administracdo de salina, acetato de chumbo, hidroxiapatita,
resveratrol e DMSO segundo o delineamento experimental, realizou-se decapitacdo dos
animais, com subsequente coleta de sangue (diretamente do tronco do rato) e dissecacOes
femorais e vertebrais, para coleta do material 6sseo (fémures, tibias e vértebras), os quais

foram mantidos em solucdo de salina 0,9% a -20°C ou -80°C para as subsequentes analises.
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3.5 Parametros Analisados

3.5.1 Parametros Biomecanicos

Por meio do teste de flexdo a trés pontos, as propriedades biomecénicas dos fémures
direito foram mensuradas utilizando-se a maquina de ensaio universal INSTRON modelo
4444 (Figura 1), cuja célula de carga apresenta capacidade maxima de 100 kgf
(aproximadamente 1 kN). As extremidades dos fémures ficaram apoiadas em dois roletes com
didmetro de 3 mm, distanciados em 21,70 mm e a regido central (das diéfises) dos ossos foi
selecionada para a aplicacdo da carga (ROBLING, TURNER, 2002; SHIMANO, SHIMANO,
VOLPON, 2002; AKHTER et al., 2003; AKHTER et al, 2004).

Figura 1: Maquina de Ensaio Universal Instron (modelo 4444) utilizada para o ensaio de flexdo a trés pontos em
fémures de ratos. A: painel de controle; B: célula de carga ligada a ponte de extensiometria (1 kN); C: haste

cilindrica para a aplicacéo de carga (forca); D: osso (fémur de rato); E: suporte.

Doze horas antes do inicio do ensaio, os 0ssos foram descongelados a temperatura
ambiente e mantidos em solucéo salina até 0 momento antecedente ao teste (ENGESAETER,
EKELAND, LANGELAND, 1978; PENG et al., 1994).
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No inicio do teste, aplicou-se uma pré-carga de 5 N por meio de uma haste cilindrica
com um rolete de 3 mm em sua extremidade, no sentido pdstero-anterior e perpendicular ao
eixo longitudinal para acomodacdo da amostra (estabilizacdo do fémur). Padronizou-se o
tempo de acomodacgédo em 15 segundos para todas as amostras e apds este periodo, aplicou-se
uma forca no mesmo sentido, com velocidade constante de 0,5 cm/min, até o momento da
fratura do 0sso.

Os resultados dos ensaios foram registrados pelo software Instron Series IX na forma
gréfica, gerando uma curva: carga x deformacao (Figura 2). Da analise das curvas obtiveram-
se as seguintes propriedades biomecanicas: deformacéo (deslocamento) méxima, deformacao
(deslocamento) no ponto da fratura, carga (forca) maxima e carga (forca) de fratura,
resiliéncia, tenacidade e rigidez.

Um procedimento semelhante foi adotado para determinacdo dos parametros
biomecénicos das quintas vértebras lombares. Foi utilizado o teste de compressdo vertebral
utilizando-se a maquina de ensaio universal INSTRON modelo 4444, cuja célula de carga
apresenta capacidade maxima de 100 kgf (aproximadamente 1 kN). As quintas vértebras
lombares (L5) foram identificadas e isoladas tendo como referéncia a articulacdo da primeira
veértebra sacral (S1). Apds este processo ela foi dissecada de suas partes moles e 0S processos
transversos, espinhosos e arcos vertebrais foram retirados, obtendo ao final o corpo vertebral.
As extremidades das vértebras foram aplainadas para obtencdo de uma superficie plana e
paralela para o ensaio.

No inicio do teste, aplicou-se uma pré-carga de 10 N para estabilizacdo e fixacdo das
quintas vértebras lombares (SAMNERGARD, AKHTER, RECKER, 2001). Houve
padronizacdo do tempo de acomodacdo em um minuto para todas as amostras e apds este
periodo, aplicou-se uma forca no sentido do eixo cranio-caudal, com velocidade constante de
2 mm/min, até o esmagamento parcial da vértebra (dois tercos de sua altura) (MOSEKILDE,
DANIELSEN, KNUDSEN, 1993; KATSUMATA et al., 1995; IKEDA et al., 2001).

Os resultados dos ensaios foram registrados pelo software Instron Series IX na forma
gréafica, gerando uma curva: carga x deformacgdo (Figura 2). Da analise das curvas foram
obtidas as seguintes propriedades biomecénicas: carga (forca) maxima, resiliéncia, tenacidade

e rigidez.
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Deformagcoes (mm)

Corresponde a distancia movida pelo cilindro de carga registrada pelo equipamento:
no limite elastico, no ponto de carga maxima e de fratura (D1, D, e D3 respectivamente, na
figura 2).

Carga no Limite Elastico (N)

Corresponde a carga que separa a fase elastica da plastica (Cy, na figura 2). Para o
tecido 0sseo a fase elastica corresponde a porcao linear da curva e a fase plastica, a parte ndo
linear da mesma. (EINHORN, 1996). O ponto de unido das duas corresponde ao limite
elastico.

Carga Méaxima (N)

Corresponde a maior carga suportada pela amostra (fémur) durante o ensaio (C,, na
figura 2).

Carga de Fratura (N)

Corresponde a carga aplicada no momento da fratura da amostra (fémur) ao longo do
ensaio (Cs, na figura 2).

Resiliéncia (J)
Corresponde a area sob a curva carga x deformacéo até o limite elastico. Representa a
energia absorvida pelo tecido 6sseo durante a fase elastica, ou seja, a energia que a amostra

suporta sem deformar-se permanentemente.

Tenacidade (J)
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Corresponde a area sob a curva carga x deformacdo até o ponto de ruptura.
Representa a energia necessaria para provocar a ruptura do material, ou seja, a capacidade de

uma estrutura resistir a uma energia depende da tenacidade do material.

Rigidez (N/mm)

Determinada por meio da inclinacdo da reta (T) ajustada aos pontos da curva carga X
deformacéo na fase elastica (SOGAARD et al., 1997). Representa a capacidade de resistir a

deformacoes.

CARGA (N)
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Figura 2: Gréfico Carga x Deformacdo utilizado para determinacdo das propriedades biomecéanicas: C;: Carga
no Limite Eléstico; D;: Deformacdo (deslocamento) no Limite Elastico; C,: Carga Méxima; D,: Deformacdo
(deslocamento) na Carga Méaxima; Cs: Carga de Fratura; Ds;: Deformacdo (deslocamento) na Carga de Fratura
(méxima); O/C,/Dy: a area desta regido corresponde a Resiliéncia (a energia absorvida na fase elastica); O/Cs/Da:
a area desta regido corresponde a tenacidade (energia absorvida até o ponto de ruptura); T: tangente da regiao

OI/C, da curva, sendo o &ngulo desta correspondente a Rigidez.
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3.5.2 Parédmetros Biométricos
Medidas do comprimento do fémur direito

Esta mensuracéo foi realizada com um paquimetro (precisdo de 0,05 mm) seguindo a
padronizacdo referencial: regido distal dos condilos femorais (face articular com a tibia) e

saliéncia 6ssea mais proximal do trocanter maior.

Medidas das espessuras das diafises femorais

Foram mensurados com o paquimetro, os didametros maiores (realizado na posicéo
latero-lateral) e menores (realizado na posicao antero-posterior) da diafise femoral, seguindo a
padronizacéo referencial: base do terceiro trocanter.

Medidas das alturas do corpo das quintas vértebras lombares (L5)
Esta mensuracéo foi realizada com um paquimetro (precisdo de 0,05 mm).
3.5.3 Parametros Biofisicos

Apos a verificagdo dos parametros biométricos dos fémures e das quintas vertebras
lombares dos animais dos diferentes grupos experimentais, mantiveram-se 0s 0ssos (imersos
em agua destilada) em um dessecador por um periodo de 24 horas objetivando a retirada do ar
presente nos poros 0sseos. Em seguida obtiveram-se os pesos imerso (Pi) e umido (Pu. Esses
dados foram coletados antes do ensaio biomecénico e, ap6s 0 mesmo, as amostras foram
armazenadas em uma estufa na temperatura de 100° C durante 24 horas com o intuito de
desidratacéo e, posteriormente, obteve-se o peso seco (Ps). Para obtenc¢do do peso das cinzas
(material mineral - Pm), os ossos foram colocados em uma mufla na temperatura de 800° C
por um periodo de 24 horas (NORDSLETTEN et al., 1994). Todas as medidas citadas foram
obtidas por meio de uma balanca eletronica de preciséo (Chiyo®).

Baseando-se no Principio de Arquimedes, calcularam-se o volume d&sseo e
subsequientemente densidade 6ssea e mineral, percentuais 6sseos de agua, material organico e

material mineral, por meio das formulas citadas abaixo (MARTIN, 1990):



o1

Volume 6sseo = Pu—Pi (cm3)

p

Densidade 0ssea - Pu (g/cm?)

Volume Osseo

Densidade mineral - Pm (9/cmd)
Volume 06sseo
Percentual Osseo de Agua = 100 x (Pu-Ps)
Pu

Percentual Material Orgénico = 100 x (Ps-Pm)
Pu

Percentual Material Mineral = 100 x Pm
Pu
Onde:
Pu = peso Umido dsseo
Ps = peso 6sseo da amostra desidratada
Pi = peso imerso 6sseo
Pm = peso do material mineral (cinzas)

p =densidade da agua

3.5.4 Parametros Microtomograficos Osseos

Os parametros microtomograficos foram obtidos por meio da analise das imagens de
duas vértebras (sextas vértebras lombares - L6) escolhidas aleatoriamente para cada gurpo
experimental. Estas imagens foram geradas pelo microtomdgrafo marca SkyScan® modelo
1172, localizado na Embrapa — Instrumentagdo Agropecuéria, S&o Carlos -SP.

Apbs a obtencdo, as imagens geradas foram analisadas pelos sofwares CTAN® e
CTVol®. Os parametros obtidos foram: nimero de trabéculas, espessura trabecular e espaco

entre trabéculas.
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3.5.5 Densidade Radiografica

Para determinacdo da densidade radiogréafica, foram realizadas tomadas radiograficas
das quartas vértebras lombares dos animais dos diferentes grupos experimentais, as quais
foram digitalizadas acoplado a adaptador para transparéncias. Como referencial
densitométrico nas tomadas radiograficas foi utilizada escada de aluminio (liga 6063, ABNT)
de nove degraus, colocada proxima as vértebras, na direcdo do feixe principal dos Raios X
(LOUZADA, et al., 1998a; LOUZADA, et al., 1998b).

O software Image J® foi utilizado para contornar toda a regido de interesse, utilizando
recurso de definicdo de area do programa, e, assim, determinar o nivel de densidade média,
em tons de cinza (até 256 niveis), das vértebras e dos degraus da escada de aluminio. Os
valores das vértebras foram convertidos para valores relativos a espessura em milimetros de
aluminio (LOUZADA, et al. 1998a; LOUZADA, et al. 1998b), obedecendo as etapas
descritas por LOUZADA (2009). Desta maneira, a densidade ¢ssea foi expressa em
equivalente de aluminio (mmaAl).

Os valores de densidade radiografica foram convertidos para valores de espessura com
0 auxilio do computador e, assim, a densidade passou a ser expressa em equivalentes de
milimetros de aluminio. Para tanto os dados foram levados a planilha Excel e passaram pelas
seguintes etapas como descrito por LOUZADA (2009): 1) Determinou-se o valor da
Densidade Radiografica (DR) da Regido de Interesse (RDI); 2) Utilizando-se como referéncia
o valor de DR da etapa 1 definiram-se 3 degraus da escada de aluminio, que foram usados
como referéncia densitométrica, cujos valores de DRs contemplavam o da etapa 1; 3) Com o0s
valores de espessura e DR dos 3 degraus da etapa 2 construiu-se um gréafico com a planilha
Excel; 4) Com ferramentas do Excel definiu-se a melhor curva que se ajustava aos pontos do
grafico (polinbmio do 3° grau). O programa forneceu a equacéo de ajuste; 5) Utilizando-se a
equacéo de ajuste da etapa 4 fez-se a substituicdo do valor de X pela DR da RDI (etapa 1) e
determinou-se assim a espessura equivalente em mmaAl para aquele objeto em estudo.

As anélises foram realizadas na Universidade Estadual Paulista - UNESP, faculdade
de medicina veterinaria, no departamento do Programa Multicéntrico de Pds-Graduagdo em

Ciéncias Fisiologicas, Aragatuba - SP.


http://www.foa.unesp.br/pos/strictosensu/odonto/cienciasfisiologicas/discentes
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3.5.6 Propriedades Bioquimicas

Conteudo de Célcio do Fémur Direito e da Quinta Vértebra Lombar

Com a obtencdo do material mineral dos fémures direitos e das quintas vértebras
lombares, realizou-se solubilizacdo em 4&cido cloridrico 2N. Posteriormente, por meio de
ensaio colorimétrico o contetdo de calcio dos ossos foram determinados, com a utilizacdo do

kit comercial especifico Labtest®.

3.5.7 Espectrometria de Absorg¢éo Atdmica com Chama

Para determinacdo das concentracbes de chumbo foi realizado espectrometria de
absorcdo atbmica com chama (EAAC) nos fémures esquerdos dos animais dos diferentes
grupos experimentais. Inicialmente os ossos foram liofilizados por 24 horas.
Subsequientemente, foram triturados por um triturador criogénico em dois ciclos de 9 minutos
cada. Em seguida, retirou-se 0,2 gramas por amostra e adicionou-se aos tubos de ensaio, 3 ml
da solugdo HNO; 7,0 mol | * e 1 ml de H,0, 30 % v v ™. Por conseguinte, foi realizada
digestdo desta solucdo no aparelho microondas e diluicdo em 10 ml de agua deionizada,
consequentemente deixando as amostras prontas para a leitura. As analises foram realizadas
no Centro de Assisténcia Toxicolégica (CEATOX) do Instituto de Biociéncias da

Universidade Estadual Paulista (UNESP), campus Botucatu.

3.5.8 Zimografia de Gelatina

Os procedimentos para determinacdo da atividade de metaloproteinases das tibias
esquerdas foram realizados segundo protocolo estabelecido por MARQUETI et al. (2008) e
adaptado para esse estudo. Com a limpeza da tibia, foi realizada a remocdo do tecido
periférico (células musculares e demais membranas visiveis) e 100 mg do ter¢o proximal da
tibia (abaixo da epifise de crescimento) foi macerado em nitrogénio liquido. As amostras
foram homogeneizadas e incubadas em 1,5 ml de tamp&o de extracdo [10 mM de acido
cacodilico (pH 5,0), 0,15 M NaNO3 e 0,01% de Triton X-100] a 4 °C por um periodo de 24
horas. Apos este tempo o tampdo de extracdo foi coletado por centrifugacdo (20 minutos, 4°C
em 13.000 rpm). As amostras foram concentradas de maneira que cada poco do gel de

zimografia tinha 10 pg de proteina e 10 ul de tampao de amostra sem B-mercapto (agente



54

redutor), totalizando 20 pl de solucéo por poco. As amostras foram resolvidas por eletroforese
em gel de policriamida contendo SDS e gelatina na concentragdo final de 2mg/ml. Apds a
corrida, o gel foi lavado uma vez durante 30 minutos em solucéo 2,5% de Triton X-100 para
remocao do SDS. O gel foi incubado no tampéo de substrato (Tris-HCI 50mM pH 8,0, CaCl,
mM e NaNj3 0,02%), a 37°C, durante 20 horas. Apés este tempo, os géis foram corados com
Coomassie Blue Brilliant R-250 (Bio-Rad®) por 1 h e 30 minutos e descorados
posteriormente com acido acético: metanol: agua (1:4:5, v: v: v:) para visualizacao das areas
de atividade. A atividade gelatinolitica foi visualizada como faixas claras no gel corado. Os
géis foram fotografados com uma cadmera Canon G6 Power Shot 7.1 mega pixels (Virginia,
USA). As médias de intensidade de banda foram mensuradas por meio do software Gene
Tools® (Philimath, OR, USA). Foi utilizado o software “Kodak Digital Science 1D” para
fotografar o gel e visualizar a atividade proteolitica das bandas. Os dados foram expressos
como a concentracdo da MMP-2 (ou seja, a totalidade da densidade Optica integrada para a
MMP-2 pré-enzima, intermediéria e ativo). As analises foram realizadas no Laboratorio de
Farmacologia, Bioquimica e Biologia Molecular do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas
da Universidade Federal de Sdo Carlos - UFSCar.

3.6 Analises Estatisticas

Os dados obtidos em cada grupo (média + desvio padrdo - D.P.) foram comparados
entre si por meio do teste paramétrico One Way Anova e o teste de comparagdes multiplas
Bonferroni. Toda anélise foi realizada por meio do software GraphPad Prism® adotando-se

um nivel de significancia menor que 5% (p<0,05).

3.7 Normas Técnicas Referentes a Elaboracdo do Trabalho

As referéncias e citagdes, bem como a estrutura geral deste trabalho seguem a NBR
6023 e 10520 de agosto de 2002, e NBR 14724 de dezembro de 2005, de autoria da
Associacao Brasileira de Normas Técnicas — ABNT, adotadas pela Universidade Federal de
Séo Carlos — UFSCar.
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4 RESULTADOS

4.1 Massa Corporal

Nas figuras 3 e 4 estdo expressos os valores de massa corporal (g) inicial, final e o
ganho de massa corporal dos animais dos diferentes grupos experimentais: controle,
hidroxiapatita, contaminado, contaminado + hidroxiapatita, contaminado + resveratrol e
DMSO durante as 8 semanas de tratamento. Na figura 3 observa-se que nao houve diferencas
entre 0s grupos experimentais para nenhum dos parametros descritos. Entretanto na figura 4
observa-se que a massa corporal final do grupo contaminado foi menor em relagéo ao grupo
DMSO e o ganho de massa corporal do grupo contaminado apresentou-se menor em relacéo

ao grupo contaminado + resveratrol.
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Figura 3: Representacdo grafica dos valores de massa corporal (g) inicial, final e ganho de massa corporal dos
animais dos diferentes grupos experimentais: Controle, Hidroxiapatita, Contaminado e Contaminado +

Hidroxiapatita. Os dados estdo expressos como média + desvio padrao; p<0,05.
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Figura 4: Representacdo grafica dos valores de massa corporal (g) inicial, final e ganho de massa corporal dos
animais dos diferentes grupos experimentais: Controle, Contaminado, Contaminado + Resveratrol e DMSO. Os

dados estdo expressos como média * desvio padrdo: @ vs. Cont + Res, & vs. DMSO, p<0,05;
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Nas tabelas 1 e 2 encontram-se apresentados os valores medios com seus respectivos
desvios padrbes da massa corporal () inicial, final e ganho de massa corporal dos diferentes
grupos experimentais: controle, hidroxiapatita, contaminado, contaminado + hidroxiapatita,

contaminado + resveratrol e DMSO.

Tabela 1: Massa corporal (MC) inicial e final e ganho de massa corporal dos animais dos diferentes grupos

experimentais: Controle, Hidroxiapatita, Contaminado e Contaminado + Hidroxiapatita.

Grupos Experimentais
Paradmetros

Controle(8) Hidroxi(8) Cont(8) Cont+Hidroxi(8)

M.C. Inicial (g)  364+9,67  368+2049  357+12,00 3651287

M.C.Final (g)  414+1547  418+2327  391+2159 404+ 2381

Ganho M.C. (9) 50 + 14,28 49 £ 10,77 34 +17,24 38 + 25,66

Média + DP; () = n°. animais.

Tabela 2: Massa corporal (MC) inicial e final e ganho de massa corporal dos animais dos diferentes grupos

experimentais: Controle, Contaminado, Contaminado + Resveratrol e DMSO.

Grupos Experimentais
Parametros

Controle(8) Cont(8) Cont+Res(8) DMSO(8)

M.C. Inicial (g) 364 + 9,67 357 12,09 355 +14,80 368,8 + 8,48

M.C. Final (g) 414 + 15,47 391+21,59% 416 +20,52 420,5 + 18,97

Ganho M.C. (g)  50+14,28  34+17,24®  60+21,96 52 + 14,08

Média + DP; p<0,05: @ vs. Cont + Res, & vs. DMSO; () = n°. animais
4.2 Parametros Biomecanicos
4.2.1 Parametros Biomecanicos Fémures
Nas figuras 5 e 6 estdo expressos, respectivamente, 0s parametros biomecanicos: carga
méaxima (N), rigidez (N/mm), carga no momento da fratura (N), tenacidade (J), resiliéncia (J),

deslocamento maximo (mm), e deslocamento no ponto da fratura (mm), mensurados por meio

do ensaio biomecanico, dos fémures direitos dos animais dos diferentes grupos experimentais
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(controle, hidroxiapatita, contaminado e contaminado + hidroxiapatita, contaminado +
resveratrol e DMSO).

Houve reducdo dos valores de carga maxima (N), figura 5, do grupo contaminado em
relacdo a todos 0s grupos experimentais (controle, hidroxiapatita e contaminado +
hidroxiapatita). Ademais houve reducdo dos valores de rigidez (N/mm), figura 5, do grupo
contaminado em relagdo aos grupos experimentais controle e contaminado + hidroxiapatita.
Ainda, é importante ressaltar que os parametros carga maxima (N) e rigidez (N/mm), figura 5,
ndo apresentaram diferencas entre os grupos contaminado + hidroxiapatita e controle. Para 0s
parametros carga no momento da fratura (N), tenacidade (J), resiliéncia (J), deslocamento
maximo (mm), e deslocamento no ponto da fratura (mm), figura 5, ndo houve diferencas entre
0S grupos.

Na figura 6, verifica-se reducdo da carga maxima (N) do grupo contaminado em
relagdo aos grupos experimentais controle e contaminado + resveratrol. Ademais houve
reducdo dos valores de rigidez (N/mm), figura 6, do grupo contaminado em relagdo aos
grupos experimentais controle e DMSO. Ainda, os pardmetros carga maxima (N) e rigidez
(N/mm), figura 6, ndo foram diferentes entre os grupos contaminado + resveratrol e controle.
Para os parametros carga no momento da fratura (N), tenacidade (J), resiliéncia (J),
deslocamento méaximo (mm), e deslocamento no ponto da fratura (mm), figura 6, ndo houve
diferencas entre 0s grupos.

Nas tabelas 3 e 4 encontram-se apresentados os valores médios com 0s respectivos

desvios padrdes, dos parametros descritos acima.
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Figura 5: Representacdo gréafica dos valores de parametros biomecanicos dos fémures direitos dos animais dos

diferentes grupos experimentais: Controle, Hidroxiapatita, Contaminado e Contaminado + Hidroxiapatita. Os

dados estdo expressos como média + desvio padrdo: * vs. Controle, # vs. Hidroxiapatita, $ vs. Cont + Hidroxi;

p<0,05.
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Tabela 3: Valores de pardmetros biomecéanicos: Carga Maxima (N), Rigidez (N/mm), Carga da fratura (N),

Tenacidade (J), Resiliéncia (J), Deslocamento Maximo (mm) e Deslocamento no Ponto da Fratura (mm) dos

fémures direitos dos animais dos diferentes grupos experimentais: Controle, Hidroxiapatita, Contaminado e

Contaminado + Hidroxiapatita.

Grupos Experimentais

Parametros
Controle(8) Hidroxi(8) Cont(8) Cont+Hidroxi(8)

C.Méaxima (N) 1436+12,08 1450+872 127,1+833™  1419+751
Rigidez (N/mm)  300,6 + 23,37 289,9+22,95 2584 +1852"° 291,14 + 25,88

C. Fratura (N) 107,3+18,01 119,1+16,14 107,4 £ 12,10 123,0 + 16,09

Tenacidade (J) 0,12 + 0,03 0,13 +0,03 0,11 +0,02 0,13 +0,04

Resiliéncia (J) 0,07+0,01 0,08 +0,01 0,07+0,01 0,08 + 0,02
D. M&ximo (mm) 0,83 +0,13 0,85+ 0,08 0,89 £0,13 0,85+0,17
D. Fratura (mm) 1,17 +0,24 1,21+0,24 1,12 +0,21 1,22 +0,25

Média + DP; p<0,05: * vs. Controle, # vs. Hidroxiapatita, $ vs. Cont + Hidroxi; () = n°. animais.
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Tabela 4: Valores de pardmetros biomecénicos: Deslocamento no Ponto da Fratura (mm), Forca Maxima (N),
Rigidez (N/mm), Tenacidade (J), Deslocamento Maximo (mm) Resiliéncia (J) e Carga da fratura (N) dos
fémures direitos dos animais dos diferentes grupos experimentais: Controle, Contaminado, Contaminado +
Resveratrol e DMSO.

Grupos Experimentais
Parametros

Controle(8) Cont(8) Cont+Res(8) DMSO(8)

C.Maxima (N)  143,6+12,08 127,1+8,33°®  1474+955 1385+ 12,93

Rigidez (N/mm)  300,6 + 23,37 2584 +1852°% 2916+1866 3035+ 31,49

C. Fratura (N) 107,3+18,01 107,4+12,10 110,4 + 24,62 114,4 + 22,52

Tenacidade (J) 0,12 + 0,03 0,11 +0,02 0,12 + 0,02 0,10 + 0,05
Resiliéncia (J) 0,07+0,01 0,07+0,01 0,07 + 0,02 0,06 + 0,03
D. M&ximo (mm) 0,83 +0,13 0,89 +0,13 0,79+ 0,15 0,76 £ 0,14
D. Fratura (mm) 1,17 +0,24 1,12+0,21 1,18 +0,19 1,22 +0,23

Média + DP; p<0,05: * vs. Controle, @ vs. Cont + Res, & vs. DMSO; () = n°. animais

4.2.2 Parametros Biomecanicos Vértebras

Nas figuras 7 e 8 estdo expressos, respectivamente, os valores de pardmetros
biomecanicos: carga maxima (N), rigidez (N/mm), deslocamento maximo (mm), tenacidade
(J), resiliéncia (J), mensurados por meio do ensaio biomecéanico, das quintas vértebras
lombares dos animais dos diferentes grupos experimentais (controle, hidroxiapatita,
contaminado e contaminado + hidroxiapatita, contaminado + resveratrol e DMSO).

Na figura 7, pode-se verificar reducdo da carga maxima (N) e tenacidade (J), do grupo
contaminado em relacdo a todos 0s grupos experimentais (controle, contaminado + resveratrol
e DMSO). Para os parametros rigidez (N/mm), deslocamento maximo (mm) e resiliéncia (J),
figura 7, ndo houve diferenca.

Na figura 8, pode-se verificar reducdo da carga méxima (N), do grupo contaminado
em relagédo a todos os grupos experimentais (controle, contaminado + resveratrol e DMSO).
Ademais, houve reducédo dos valores de rigidez (N/mm), figura 8, do grupo contaminado e do
grupo contaminado + resveratrol em relacdo ao grupo DMSO; reducdo dos valores de
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deslocamento méximo do grupo contaminado em relacdo ao grupo contaminado + resveratrol
e do grupo contaminado + resveratrol em relacdo ao grupo DMSO e reducdo dos valores de
tenacidade dos grupos contaminado e DMSO em relacdo ao grupo controle. Para o parametro
resiliéncia (J), figura 8, ndo houve diferenca entre os grupos. Ainda, € importante ressaltar que
em todos os parametros biomecanicos, figura 8, ndo houve diferengca entre 0s grupos
contaminado + resveratrol e controle.
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Figura 7: Representacdo grafica dos valores de parametros biomecanicos das quintas vértebras lombares dos
animais dos diferentes grupos experimentais: Controle, Hidroxiapatita, Contaminado e Contaminado +

Hidroxiapatita. Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo: * vs. Controle, # vs. Hidroxiapatita, $ vs.
Cont + Hidroxi; p<0,05.
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Figura 8: Representacdo grafica dos valores de pardmetros biomecénicos das quintas vértebras lombares dos
animais dos diferentes grupos experimentais: Controle, Contaminado, Contaminado + Resveratrol e DMSO. Os
dados estdo expressos como media + desvio padrdo: * vs. Controle, @ vs. Cont + Res, & vs. DMSQO; p<0,05.

Nas tabelas 5 e 6 encontram-se apresentadas os valores médios, com 0s respectivos
desvios padrdes, dos parametros descritos acima.

Tabela 5: Valores de pardmetros biomecanicos: Deslocamento Maximo (mm), Carga Maxima (N), Rigidez
(N/mm), Tenacidade (J) e Resiliéncia (J) das quintas vértebras lombares dos animais dos diferentes grupos

experimentais: Controle, Hidroxiapatita, Contaminado e Contaminado + Hidroxiapatita.

Grupos Experimentais
Parametros

Controle(8) Hidroxi(8) Cont(8) Cont+Hidroxi(8)

C.Méxima(N) 171,3+3649 1721+46,81 98,1+ 10,31 153,3 £ 27,23

Rigidez (N/mm)  442,1+70,78 498,9+110,38 382,7 +17,63 458,0 + 80,38

D. M&ximo (mm) 2,701 +2,81 2,160 + 0,01 1,430 + 1,34 2,469 + 1,89

Tenacidade (J)  0,5498+0,08 0,4926+0,18 0,2312+0,11%  0,5115+0,21

Resiliéncia (J) 0,0405+0,02 0,0317+0,02 0,0351+0,03 0,0445 + 0,02

Média + DP; p<0,05: * vs. Controle, # vs. Hidroxiapatita, $ vs. Cont + Hidroxi; () = n°. animais.
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Tabela 6: Valores de pardmetros biomecanicos: Deslocamento Maximo (mm), Carga Méaxima (N), Rigidez
(N/mm), Tenacidade (J) e Resiliéncia (J) das quintas vértebras lombares dos animais dos diferentes grupos

experimentais: Controle, Contaminado, Contaminado + Resveratrol e DMSO.

Grupos Experimentais
Pardmetros

Controle(8) Cont(8) Cont+Res(8) DMSO(8)

C.Maxima (N) 171,3+36,49 98,1+10,31°®% 182,9+41,18  168,0 + 29,07

Rigidez (N/mm)  442,1+70,78 382,7+17,63% 403,10 +41,7% 573,8+1285

D. Maximo (mm) 2,701 £2,81 1,430+1,34% 3970+ 1,55% 1,889 + 1,40

Tenacidade (J)  0,5498+0,08 0,2312+0,11° 04151 0,14  0,3537 £ 0,16

Resiliéncia (J)  0,0405+0,02 0,0351+0,03  0,0250 + 0,01 0,0539 + 0,04

Meédia + DP; p<0,05: * vs. Controle, @ vs. Cont + Res, & vs. DMSO; (') = n° animais.

4.3 Parametros Biométricos

4.3.1 Parametros Biométricos dos FEmures

Nas figuras 9 e 10 estdo expressos, respectivamente, os valores de parametros
biométricos: comprimento, didmetros maior e menor das diafises femorais em milimetros
(mm) e pesos Umido, imerso, seco e das cinzas em gramas (g), dos fémures direitos dos
animais dos diferentes grupos experimentais (controle, hidroxiapatita, contaminado e
contaminado + hidroxiapatita, contaminado + resveratrol e DMSO).

Houve reducdo dos valores comprimento, didmetros maior e menor das diafises
femorais (mm), figura 9, do grupo contaminado em relacdo a todos 0s grupos experimentais
(controle, hidroxiapatita e contaminado + hidroxiapatita). Ademais ocorreu reducdo dos
valores dos pesos umido, imerso, seco e das cinzas (g), figura 9, do grupo contaminado em
relacdo aos grupo hidroxiapatita. Ainda, € importante ressaltar que em todos os parametros,
figura 9, ndo houve diferenca entre os grupos contaminado + hidroxiapatita e controle.

Na figura 10, verificamos redugdo do comprimento e diametro menor (mm), do grupo
contaminado em relagéo a todos os grupos experimentais controle, contaminado + resveratrol
e DMSO, sendo que também houve reducdo do didmetro menor dos grupos contaminado +

resveratrol e DMSO em relagé@o ao controle. Ademais houve reducdo dos valores do didmetro
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maior (mm), figura 10, do grupo contaminado em relacdo aos grupos experimentais controle e
contaminado + resveratrol. Ainda para 0s parametros peso Umido, imerso e seco (g) houve
reducdo dos valores do grupo contaminado em relacdo ao grupo contaminado + resveratrol, e
DMSO, respectivamente. Para 0s parametros peso das cinzas (g), figura 10, ndo houve
diferenca entre os grupos.

Nas tabelas 7 e 8 estdo apresentados os valores médios, com 0s respectivos desvios

padrdes, dos parametros descritos acima.
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Figura 9: Representacdo grafica dos valores de pardmetros biométricos dos fémures direitos dos animais dos
diferentes grupos experimentais: Controle, Hidroxiapatita, Contaminado e Contaminado + Hidroxiapatita. Os
dados estdo expressos como média + desvio padrdo: * vs. Controle, # vs. Hidroxiapatita, $ vs. Cont + Hidroxi;
p<0,05.
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Figura 10: Representacdo gréfica dos valores de pardmetros biométricos dos fémures direitos dos animais dos
diferentes grupos experimentais: Controle, Contaminado, Contaminado + Resveratrol e DMSO. Os dados estdo

expressos como média + desvio padrdo: * vs. Controle, @ vs. Cont + Res, & vs. DMSO; p<0,05.
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Tabela 7: Valores de Comprimento, Didmetros Maior e Menor das diafises femorais em milimetros (mm) e
Pesos Umido, Imerso, Seco e das Cinzas em gramas (g), dos fémures direitos dos animais dos diferentes grupos

experimentais: Controle, Hidroxiapatita, Contaminado e Contaminado + Hidroxiapatita.

Grupos Experimentais

Parametros
Controle(8) Hidroxi(8) Cont(8) Cont+Hidroxi(8)
Compr. (mm) 39,48+058 39,74+036 37,39+054%  3972+0,76
D. Maior (mm) 6,94 + 0,39 7,16 + 0,35 6,27 + 0,43 7,09 + 0,45
D. Menor (mm) 6,14 0,61 566+058  4,48+0,407 5,84 0,49
P.Umido (g)  0,9588+0,06 1,0355+0,07 0,9336+0,04°  1,0099 + 0,06
P.lmerso(g)  0,3436+0,02 0,3703+0,03 0,3228+0,03*  0,3469 + 0,01
P. Seco (g) 0,5883+0,03 0,6370+0,04 0,5671+0,03"  0,6034+0,03
P.das Cinzas (g) 0,4116+0,02 0,4435+0,03 0,3968+0,02°  0,4216 + 0,02

Média + DP; p<0,05: * vs. Controle, # vs. Hidroxiapatita, $ vs. Cont + Hidroxi; () = n°. animais.

Tabela 8: Valores de Comprimento, Diametros Maior e Menor das diafises femorais em milimetros (mm) e

Pesos Umido, Imerso, Seco e das Cinzas em gramas (g), dos fémures direitos dos animais dos diferentes grupos

experimentais: Controle, Contaminado, Contaminado + Resveratrol e DMSO.

Grupos Experimentais

Parametros
Controle(8) Cont(8) Cont+Res(8) DMSO(8)
Compr. (mm)  39,48+0,58 37,39+0,54 @  39,340,66 39,45 0,54
D. Maior (mm) 6,94 + 0,39 6,27 +0,43°@ 6,90 £ 0,43 6,43 +0,26
D. Menor (mm)  6,14+061  4,48+0,40°9%  547+0,35 5,24 + 0,23
P. Umido (g) 0,9588+ 0,06  0,9336 + 0,04¢ 1,028 £ 0,07 0,9995 + 0,08
P. Imerso (g) 0,3436 + 0,02 0,3228 +0,03%  0,3578 + 0,02 0,3637 + 0,03
P. Seco (g) 0,5883+0,03 0,5671+0,03% 0,6123 + 0,04 0,6384 + 0,07
P.das Cinzas (g) 0,4116+0,02 0,3968 + 0,02 0,4325 + 0,05 0,4304 + 0,03

Média + DP; p<0,05: * vs. Controle, @ vs. Cont + Res, & vs. DMSO; () = n° animais.
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4.3.2 Parametros Biométricos VVértebras

Nas figuras 11 e 12 estdo expressos, respectivamente, os valores de pardmetros
biométricos: altura, pesos umido, imerso, seco e das cinzas em gramas (g), das quintas
vertebras lombares dos animais dos diferentes grupos experimentais (controle, hidroxiapatita,
contaminado e contaminado + hidroxiapatita, contaminado + resveratrol e DMSQO). Para todos
0s parametros biométricos, figura 11, ndo houve diferenca entre 0s grupos experimentais.

Na figura 12, verificamos uma altura (mm) menor das quintas vértebras lombares, do
grupo contaminado em relacdo aos grupos experimentais contaminado + resveratrol e DMSO,
e aumento dos valores do grupo contaminado + resveratrol em relagdo aos grupos controle e
DMSO e reducdo dos valores do grupo DMSO em relacdo ao controle. Ademais houve
reducdo dos valores de peso Umido do grupo contaminado em relacdo ao grupo contaminado
+ resveratrol. Para os pardmetros peso imerso, seco e das cinzas (g), figura 12, ndo houve
diferenca entre os grupos.

Nas tabelas 9 e 10 encontram-se apresentados os valores médios, com os respectivos

desvios padrdes, dos parametros descritos acima.
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Figura 11: Representacdo gréafica dos valores de pardmetros biométricos das quintas vértebras lombares dos
animais dos diferentes grupos experimentais: Controle, Hidroxiapatita, Contaminado e Contaminado +
Hidroxiapatita. Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo: * vs. Controle, # vs. Hidroxiapatita, $ vs.

Cont + Hidroxi; p<0,05.
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Figura 12: Representacéo gréfica dos valores de pardmetros biométricos das quintas vértebras lombares dos
animais dos diferentes grupos experimentais: Controle, Contaminado, Contaminado + Resveratrol e DMSO. Os
dados estdo expressos como média + desvio padrdo: * vs. Controle, @ vs. Cont + Res, & vs. DMSQO; p<0,05.

Tabela 9: Valores de Altura em milimetros (mm) e Pesos Umido, Imerso, Seco e das Cinzas em gramas (g), das
quintas vértebras lombares dos animais dos diferentes grupos experimentais: Controle, Hidroxiapatita,
Contaminado e Contaminado + Hidroxiapatita.

Grupos Experimentais

Parametros
Controle(8) Hidroxi(8) Cont(8) Cont+Hidroxi(8)
Altura (mm) 7,24 +0,35 7,43 0,57 7,30 £ 0,28 7,21 +0,47
P. Umido (g) 0,0929 + 0,02 00,0945 + 0,02 0,0787 + 0,00 0,0898 + 0,01
P. Imerso () 0,0252+0,01 0,0280+0,01  0,0234 +0,00 0,0278 + 0,00
P. Seco () 0,0443+0,01 0,0486+0,01  0,0405+ 0,58 0,0453 + 0,01
P.das Cinzas (g) 0,0240+0,01 0,0288+0,01  0,0254 + 0,01 0,0297 + 0,01

Média + Desvio Padrdo (D.P.); () = n°. animais.
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Tabela 10: Valores de Altura em milimetros (mm) e Pesos Umido, Imerso, Seco e das Cinzas em gramas (g),
das quintas vértebras lombares dos animais dos diferentes grupos experimentais: Controle, Contaminado,

Contaminado + Resveratrol e DMSO.

Grupos Experimentais

Parametros
Controle(8) Cont(8) Cont+Res(8) DMSO(8)
Altura (mm) 724+035  7,30+0,28%% 807+0,147% 6,03+ 0,20"
P. Umido () 0,0929 0,02 0,0787+0,002 0,0976 0,01  0,0914 + 0,01
P. Imerso (Q) 0,0252+0,01  0,0234 +0,00 0,0251 + 0,00 0,0275+ 0,00
P. Seco (g) 0,0443+0,01  0,0405 % 0,58 0,0485 + 0,01 0,0469 + 0,00
P.das Cinzas (g) 0,0240+0,01  0,0254 £+ 0,01 0,030 £ 0,01 0,030 + 0,00

Meédia + DP; p<0,05: * vs. Controle, @ vs. Cont + Res, & vs. DMSO; (') = n° animais.
4.4 Parametros Biofisicos
4.4.1 Parametros Biofisicos dos Fémures

Nas figuras 13 e 14 estdo expressos, respectivamente, os valores de parametros
biofisicos: porcentual de agua, material organico e mineral no 0sso, volume dsseo (cm®),
densidade mineral e densidade 6ssea (g/cm?), dos fémures direitos dos animais dos diferentes
grupos experimentais (controle, hidroxiapatita, contaminado e contaminado + hidroxiapatita,
contaminado + resveratrol e DMSO). Para todos os parametros das figuras 13 e 14, ndo

houve diferenca entre 0s grupos.
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Figura 13: Representagdo gréfica dos valores de pardmetros biofisicos dos fémures direitos dos animais dos
diferentes grupos experimentais: Controle, Hidroxiapatita, Contaminado e Contaminado + Hidroxiapatita. Os

dados estdo expressos como média + desvio padréo.
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Figura 14: Representacdo grafica dos valores de parametros biofisicos dos fémures direitos dos animais dos
diferentes grupos experimentais: Controle, Contaminado, Contaminado + Resveratrol e DMSO. Os dados estdo

expressos como média + desvio padrao.
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Nas tabelas 11 e 12 encontram-se apresentados os valores médios, com 0s respectivos

desvios padrdes, dos parametros descritos acima.

Tabela 11: Valores de Porcentual de Agua, Material Organico e Mineral no Osso, Volume Osseo (em cm?®),

Densidade Mineral e Densidade Ossea (em g/cm?), dos fémures direitos dos animais dos diferentes grupos

experimentais: Controle, Hidroxiapatita, Contaminado e Contaminado + Hidroxiapatita.

Grupos Experimentais

Parametros
Controle(8) Hidroxi(8) Cont(8) Cont+Hidroxi(8)

Agua (%) 38,62 +1,19 38,49+ 1,75 39,27 £1,82 40,17 + 2,66
M. Organico (%) 18,44 + 0,58 18,68 + 1,01 18,24 + 0,80 18,04 + 1,04
M. Mineral (%) 42,94 +0,88 42,84 +1,22 42,49 +£1,45 41,79+1,72
Vol. Osseo (cm®)  0,6152+0,04 0,6652 +0,05  0,6108 + 0,03 0,6631 + 0,05
D. Ossea (g/cm®)  1,5588+0,01 1,5576 £0,03  1,5303 + 0,06 1,5250 + 0,03
D. Mineral (g/cm3) 0,6694 +0,02 0,6675+ 0,03 0,6508 = 0,05 0,6376 + 0,04

Média + Desvio Padrédo (D.P.); () = n° animais.

Tabela 12: Valores de Porcentual de Agua, Material Organico e Mineral no Osso, Volume Osseo (em cm?),

Densidade Mineral e Densidade Ossea (em g/cm?), dos fémures direitos dos animais dos diferentes grupos

experimentais: Controle, Contaminado, Contaminado + Resveratrol e DMSO.

Grupos Experimentais

Parametros
Controle(8) Cont(8) Cont+Res(8) DMSO(8)

Agua (%) 38,62+1,19 39,27 +£1,82 40,38 £ 1,68 35,92 +7,17
M. Organico (%) 18,44 + 0,58 18,24 + 0,80 17,44 + 3,67 20,89 +4,19
M. Mineral (%) 42,94 + 0,88 42,49 + 1,45 42,08 £ 3,54 43,20 £ 3,23
Vol. Osseo (cm®)  0,6152+0,04 0,6108 +0,03  0,6699 + 0,05 0,6358 + 0,05
D. Ossea (g/cm®)  1,5588 0,01  1,5303 + 0,06 1,535+ 0,02 1,573+ 0,02
D. Mineral (g/cm3) 0,6694 +0,02 0,6508 + 0,05 0,6462 + 0,06 0,6799 = 0,06

Média + Desvio Padrédo (D.P.); () = n°. animais.
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4.4.2 Parametros Biofisicos VVértebras

Nas figuras 15 e 16 estdo expressos, respectivamente, os valores de pardmetros
biofisicos: porcentual de &gua, material organico e mineral no 0sso, volume 6sseo (cm?®),
densidade mineral e densidade 6ssea (g/cm?®), das quintas vértebras lombares dos animais dos
diferentes grupos experimentais (controle, hidroxiapatita, contaminado e contaminado +
hidroxiapatita, contaminado + resveratrol e DMSO). Houve aumento do parametro densidade
mineral (g/cm®), figura 15, do grupo contaminado + hidroxiapatita em relacdo ao grupo
controle. Para os parametros biométricos, porcentual de 4gua, material organico e mineral no
0ss0, volume 6sseo (cm®) e densidade dssea (g/cm®), figura 15, n&o houve diferenca entre o0s
grupos experimentais.

Na figura 16, pode-se observar que houve aumento do valor do porcentual de material
mineral e densidade mineral (g/cm®) dos grupos contaminado e DMSO em relacdo ao grupo
controle. Ademais, houve redugdo dos valores de volume 6sseo do grupo contaminado,
comparado ao grupo contaminado + resveratrol. Para os parametros biométricos, porcentual
de 4gua, material organico (cm®) e densidade 6ssea (g/cm®), figura 16, ndo houve diferenca
entre 0s grupos experimentais.

Nas tabelas 13 e 14 encontram-se apresentados os valores médios, com 0s respectivos

desvios padrdes, dos parametros descritos acima.
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Figura 15: Representacdo gréafica dos valores de pardmetros biofisicos das quintas vértebras lombares dos

animais dos diferentes grupos experimentais: Controle, Hidroxiapatita, Contaminado e Contaminado +

Hidroxiapatita. Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo: * p<0,05 vs. Controle.
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Figura 16: Representacdo gréafica dos valores de pardmetros biofisicos das quintas vértebras lombares dos

animais dos diferentes grupos experimentais: Controle, Contaminado, Contaminado + Resveratrol e DMSO. Os

dados estdo expressos como média + desvio padrdo: * vs. Controle, @ vs. Cont + Res, & vs. DMSO; p<0,05.
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Tabela 13: Valores de Porcentual de Agua, Material Organico e Mineral no Osso, Volum Osseo (em cm?®),

Densidade Mineral e Densidade Ossea (em g/cm®), das quintas vértebras lombares dos animais dos diferentes

grupos experimentais: Controle, Hidroxiapatita, Contaminado e Contaminado + Hidroxiapatita.

Grupos Experimentais

Parametros
Controle(8) Hidroxi(8) Cont(8) Cont+Hidroxi(8)
Agua (%) 52,66 +3,86 47,76 +4,95 48,60 + 4,69 49,33 +5,26
M. Organico (%) 21,56 £ 5,29 20,90 £ 5,19 19,21 + 3,36 17,51+ 4,85
M. Mineral (%) 25,78 £ 4,77 31,34 +£5,88 32,19+ 6,17 33,16 £ 5,76
D. Mineral (g/cmg) 0,3526 + 0,06  0,4532 +0,10 0,4590 = 0,09 0,4837 0,10
D. Ossea (g/cm®) 1,3741£0,07 11,4402 £ 0,09 1,4275 £ 0,07 1,4550 £+ 0,06
Vol. Osseo (cm®)  0,0678 £0,01  0,0665+ 0,02  0,0553 + 0,00 0,0620 + 0,01

Média + Desvio Padrédo (D.P.); p<0,05 * vs. Controle; () = n°. animais.

Tabela 14: Valores de Porcentual de Agua, Material Organico e Mineral no Osso, Volum Osseo (em cm?),

Densidade Mineral e Densidade Ossea (em g/cm?®), das quintas vértebras lombares dos animais dos diferentes

grupos experimentais: Controle, Contaminado, Contaminado + Resveratrol e DMSO.

Grupos Experimentais

Pardmetros
Controle(8) Cont(8) Cont+Res(8) DMSO(8)

Agua (%) 52,66 + 3,86 48,60 + 4,69 50,39 + 4,22 48,80 + 3,70
M. Mineral (%) 2578 +477  3219+6,17°  31,23+213 32,00 + 2,53
M. Organico (%) 21,56 £ 5,29 19,21 + 3,36 18,38 + 2,48 19,21 +1,30
D. Mineral (g/cm®)  0,3526 +0,06 0,4590 + 0,09  0,4206 + 0,03 0,459 + 0,04
D. Ossea (g/cm®)  1,3741+0,07 1,4275+0,07 1,348 +0,06 1,434 + 0,04
Vol. Osseo (cm®)  0,0678+0,01 0,0553+0,00® 0,0725+0,01  0,0639 + 0,00

Média £ DP; p<0,05: * vs. Controle, @ vs. Cont + Res; () = n°. animais.
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4.5 Parametros Microtomograficos Osseos

Nas figuras 17 e 18 encontram-se amostras de microtomografias selecionadas das
sextas vértebras lombares dos diferentes grupos experimentais controle, hidroxiapatita,
contaminado, contaminado + hidroxiapatita, contaminado + resveratrol e DMSO.

Na tabela 15 pode-se observar a comparagdo das porcentagens das médias (entre duas
vertebras sempre do segundo grupo em relagdo ao primeiro grupo) dos parametros
microtomograficos: nimero de trabéculas, espessura trabecular e espaco entre trabéculas das
sextas vértebras lombares dos animais entre os diferentes grupos experimentais: controle,
hidroxiapatita, contaminado e contaminado + hidroxiapatita. Houve reducdo do nimero de
trabéculas quando se comparou o grupo contaminado aos grupos controle e hidroxiapatita
(reducdo de 46,67% e 31,71% respectivamente) e o grupo contaminado+hidroxipatita
aumentou o numero de trabéculas quando comparado ao grupo contaminado (aumento de
66,96%). Também houve reducdo da espessura das trabéculas quando se comparou 0 grupo
contaminado aos grupos controle e hidroxiapatita (reducdo de 20,47% e 10,36%
respectivamente) e o grupo contaminado + hidroxipatita aumentou a espessura trabecular
guando comparado ao grupo contaminado (aumento de 16,06%). Ademais, houve aumento do
espaco entre trabéculas quando se comparou 0 grupo contaminado aos grupos controle e
hidroxiapatita (aumento de 7,47% e 7,63% respectivamente) e 0 grupo contaminado +
hidroxipatita reduziu o espaco entre as trabéculas quando comparado ao grupo contaminado
(reducdo de 7,40%). Portanto, houve reducdo dos parametros microtomogréaficos do grupo
contaminado em relacdo aos grupos controle e hidroxiapatita, sendo importante ressaltar que
na comparacdo entre os grupos contaminado + hidroxiapatita e controle houve diferencas
minimas entre as porcentagens.

Na tabela 16 observa-se a comparacdo das porcentagens das médias (entre duas
vértebras sempre do segundo grupo em relacdo ao primeiro grupo) dos parametros
microtomograficos: numero de trabéculas, espessura trabecular e espacgo entre trabéculas das
sextas vértebras lombares dos animais entre os diferentes grupos experimentais: controle,
contaminado, contaminado + resveratrol e DMSO. Houve reducdo do nimero de trabéculas
quando se comparou o grupo contaminado ao grupo controle (reducéo de 46,67%) e 0 grupo
contaminado + resveratrol e DMSO aumentou o numero de trabéculas quando comparado ao
grupo contaminado (aumento de 64,28% e 57,14%). Também houve reducdo da espessura das
trabéculas quando se comparou o grupo contaminado ao grupo controle (reducdo de 20,47%)

e 0 grupo contaminado + resveratrol e DMSO aumentou a espessura trabecular quando
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comparado ao grupo contaminado (aumento de 7,36% e 5,48%, respectivamente). Ademais,
houve aumento do espaco entre trabéculas quando se comparou o0 grupo contaminado ao
grupo controle (aumento de 7,47%) e os grupos contaminado + resveratrol e DMSO
reduziram o espaco entre as trabéculas quando comparados ao grupo contaminado (reducéo
de 6,50% e 8,90%, respectivamente). Portanto, houve reducdo dos parametros
microtomograficos do grupo contaminado em relacdo aos grupos controle, contaminado +
resveratrol e DMSO, sendo importante ressaltar que na comparacdo entre 0S grupos

contaminado + resveratrol e controle houve diferencas minimas entre as porcentagens.

A: Controle B: Hidroxiapatita C: Contaminado D: Cont+Hidroxi

Figura 17: Microtomografias das sextas vértebras lombares. As letras A, B, C e D correspondem aos diferentes

grupos experimentais: Controle, Hidroxiapatita, Contaminado e Contaminado + Hidroxiapatita, respectivamente.

C: Contaminado E: Cont+Res F: DMSO

Figura 18: Microtomografias das sextas vértebras lombares. As letras A, C, E e F correspondem aos diferentes

grupos experimentais: Controle, Contaminado, Contaminado + Res e DMSO, respectivamente.
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Tabela 15: Comparacao das médias (2 vértebras) em porcentagem (do segundo grupo em relagdo ao primeiro
grupo) dos parametros microtomograficos: nimero de trabéculas (1/mm), espessura trabecular (mm) e espaco
entre trabéculas (mm) das sextas vértebras lombares dos animais entre os diferentes grupos experimentais:

Controle, Hidroxiapatita, Contaminado e Contaminado + Hidroxiapatita.

Parametros
Grupos Experimentais Numero de Espessura Espaco entre
Trabéculas Trabecular Trabéculas
Controle x Hidroxiapatita (2) 121,9% 111,28% 10,15%
Controle x Contaminado (2) 1 46,67% 120,47% T7,47%
Controle x Cont+Hidroxi (2) 110,95% L7,70% 10,49%
Hidroxiapatita x Contaminado (2) 131,71% 110,36% 17,63%
Hidroxipatita x Cont+Hidroxi (2) T14,02% T4,03% 10,34%
Contaminado x Cont+Hidroxi (2) T 66,96% T16,06% 17,40%

Porcentagem da média de 2 amostras de vértebras (L6) randomizadas; () = n°. animais; { = menor e T = maior.

Tabela 16: Comparacéo das médias (2 vértebras) em porcentagem (do segundo grupo em relagéo ao primeiro
grupo) dos pardmetros microtomograficos: nimero de trabéculas (1/mm), espessura trabecular (mm) e espago
entre trabéculas (mm) das sextas vértebras lombares dos animais entre os diferentes grupos experimentais:

Controle, Contaminado, Contaminado + Resveratrol e DMSO.

Pardmetros
Grupos Experimentais Numero de Espessura Espaco entre
Trabeculas Trabecular Trabéculas

Controle x Contaminado (2) 1 46,67% 120,47% 17,47%
Controle x Cont+Res (2) 712,38% 114,62% 70,48%
Controle x DMSO (2) 116,19% 116,12% 12,09%
Contaminado x Cont+Res (2) 164,28% T7,36% 1 6,50%
Contaminado x DMSO (2) T57,14% T 5,48% 1 8,90%
Cont+Res x DMSO (2) 1 4,35% 11,76 12,57%

Porcentagem da média de 2 amostras de vértebras (L6) randomizadas; () = n°. animais; { = menor e T = maior..
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4.6 Densidade Radiogréfica

Na figura 19 estdo expressos os valores de densidade radiografica em milimetros de
aluminio (mmAl) das quartas vertebras lombares dos animais dos diferentes grupos
experimentais (controle, hidroxiapatita, contaminado e contaminado + hidroxiapatita,
contaminado + resveratrol e DMSO). Observa-se na figura 19, reducdo da densidade
radiografica (mmAl) do grupo contaminado e contaminado + hidroxiapatita em relacdo ao
grupo controle e hidroxiapatita. Ademais, observa-se reducdo da densidade radiogréfica
(mmAl) do grupo contaminado, contaminado + resveratrol e DMSO em rela¢do ao grupo
controle.

Nas tabelas 17 e 18 encontram-se apresentados os valores médios, com os respectivos
desvios padrdes, do parametro descritos acima.

1.0
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Densidade Radiografica (mmAl)
Densidade Radiografica (mmaAl)

Grupos Experimentais Grupos Experimentais

Figura 19: Representacdo grafica dos valores de densidade radiografica (mmAl) das quartas vértebras lombares
dos animais dos diferentes grupos experimentais: Controle, Hidroxiapatita, Contaminado e Contaminado +
Hidroxiapatita; Controle, Contaminado, Contaminado + Resveratrol e DMSO, respectivamente. Os dados estéo
expressos como média + desvio padrdo: * vs. Controle, # vs. Hidroxiapatita, $ vs. Cont + Hidroxi, @ vs. Cont +
Res, & vs. DMSO; p<0,05.

Tabela 17: Valores de Densidade radiografica (mmAl), das quartas vértebras lombares dos animais dos

diferentes grupos experimentais: Controle, Hidroxiapatita, Contaminado e Contaminado + Hidroxiapatita.

Grupos Experimentais
Pardmetros

Controle(8) Hidroxi(8) Cont(8) Cont+Hidroxi(8)

D. Rad. (mmAl) 1,872+0,05 1,941+009  1,624+0,04" 1,63+0,17"

Média + Desvio Padrdo (D.P.); () = n°. animais: * vs. Controle, # vs. Hidroxiapatita, $ vs. Cont + Hidroxi; () =
n°. animais.
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Tabela 18: Valores de Densidade radiografica (mmAl), das quartas vértebras lombares dos animais dos

diferentes grupos experimentais: Controle, Contaminado, Contaminado + Resveratrol e DMSO.

Grupos Experimentais
Parametros

Controle(8) Cont(8) Cont+Res(8) DMSO(8)

D. Rad. (mmAl) 1,872+0,05 1,624+0,04  1,674+0,12 1,579 +0,11"

Média + DP; p<0,05: * vs. Controle, @ vs. Cont + Res, & vs. DMSQO; () = n°. animais.

4.7 Contetido Osseo de Calcio

Nas figuras 20 e 21 estdo expressos, respectivamente, os valores de contetdo de calcio
(mg Ca™*/osso), dos fémures e das quintas vértebras lombares dos animais dos diferentes
grupos experimentais (controle, hidroxiapatita, contaminado e contaminado + hidroxiapatita,
contaminado + resveratrol e DMSQO). Observa-se na figura 20 aumento do contetdo de célcio
do grupo contaminado + resveratrol em relacdo ao grupo DMSO.

Pode ser observado na figura 21 diminuicdo do contetido de célcio (mg Ca**/0sso) do
grupo contaminado em relagdo ao grupo controle e hidroxiapatita e do grupo contaminado +
hidroxiapatita em relagdo ao grupo controle. Na mesma figura 21, observa-se diminuicdo da
do conteudo de calcio (mg Ca**/0sso) dos grupo contaminado e contaminado + resveratrol em
relacdo ao grupo controle e DMSO.

Nas tabelas 19 e 20 estdo apresentados os valores médios, com 0s respectivos desvios

padrdes, dos pardmetros descritos acima.
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Figura 20: Representacio grafica dos valores de contetido de calcio (mg Ca™*/osso) em fémures direitos dos
animais dos diferentes grupos experimentais: Controle, Hidroxiapatita, Contaminado e Contaminado +

Hidroxiapatita. Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo: & vs. DMSO; p<0,05.
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Contetido Calcio - Vértebras (mg Ca**/osso)
Conteudo Calcio - Vértebras (mg Ca**/osso)

Grupos Experimentais Grupos Experimentais

Figura 21: Representacdo grafica dos valores de contetido de célcio (mg Ca™/osso) nas quintas vértebras
lombares dos animais dos diferentes grupos experimentais: Controle, Contaminado, Contaminado + Resveratrol
e DMSO. Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo: * vs. Controle, # vs. Hidroxiapatita, & vs.
DMSO; p<0,05.

Tabela 19: Contelido de calcio (mg Ca**/osso) em fémures direitos e nas quintas vértebras lombares dos
animais dos diferentes grupos experimentais: Controle, Hidroxiapatita, Contaminado e Contaminado +

Hidroxiapatita.

Grupos Experimentais
Pardmetros

Controle(8) Hidroxi(8) Cont(8) Cont+Hidroxi(8)

Ca’" Fémures (mg/dl)  172,4+7,05 187,2+13,74 168,7+10,63 176,6 +23,74

Ca'* Vértebras (mg/dl) 17,17 +4,03 1481+6,76 922+228%  10,13+273"

Média + DP; p<0,05: * vs. Controle, # vs. Hidroxiapatita, () = n°. animais.

Tabela 20: Contelido de calcio (mg Ca*™*/osso) em fémures direitos e nas quintas vértebras lombares dos

animais dos diferentes grupos experimentais: Controle, Contaminado, Contaminado + Resveratrol e DMSO.

Grupos Experimentais
Parametros

Controle(8) Cont(8) Cont+Res(8) DMSO(8)

Ca** Fémures (mg Ca"*/osso)  172,4+7,05 168,7+10,63 178,3+10,77% 161,8 16,23

Ca'™ Vértebras (mg Ca**/osso) 17,17 +4,03 9,22 +228™% 6,46+1508% 13,99 + 4,10

Média £ DP; p<0,05: * vs. Controle, & vs. DMSO; () =n°. animais.
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4.8 Espectrometria

Nas figuras 22 e 23 estdo expressas, respectivamente, as concentracdes de chumbo dos
fémures esquerdos (mg/g) e dos plasmas (mg/dl) dos animais dos diferentes grupos
experimentais (controle, hidroxiapatita, contaminado e contaminado + hidroxiapatita,
contaminado + resveratrol e DMSQO). Observa-se na figura 22 aumento da concentracdo de
chumbo (mg/g) nos fémures do grupo contaminado em relacdo a todos 0s grupos
experimentais: hidroxiapatita, contaminado e contaminado + hidroxiapatita. Além disso,
houve aumento da concentragdo de chumbo (mg/g) nos fémures do grupo contaminado +
hidroxiapatita em relagdo ao grupo controle e hidroxiapatita. Ademais houve aumento da
concentracdo de chumbo (mg/dl) no plasma sanguineo do grupo contaminado em relacdo a
todos 0s grupos experimentais: hidroxiapatita, contaminado e contaminado + hidroxiapatita.

Nota-se na figura 23 aumento da concentracdo de chumbo (mg/g) nos fémures do
grupo contaminado em relacdo a todos 0s grupos experimentais: contaminado, contaminado +
resveratrol e DMSO. Além disso, houve aumento da concentracdo de chumbo (mg/g) nos
fémures do grupo contaminado + resveratrol em relacdo ao grupo controle e DMSO.
Ademais, houve aumento da concentracdo de chumbo (mg/dl) no plasma do grupo
contaminado em relacdo a todos 0s grupos experimentais: contaminado, contaminado +

resveratrol e DMSO.
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Figura 22: Representacdo grafica dos valores de concentragdo chumbo em fémures esquerdos (pg/g) e em
plasma (pg/dl) dos animais dos diferentes grupos experimentais: Controle, Hidroxiapatita, Contaminado e
Contaminado + Hidroxiapatita. Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo: * vs. Controle, # vs.
Hidroxiapatita, $ vs. Cont + Hidroxi; p<0,05. O simbolo < 5,0 representa valores menores que o limite de
deteccdo do método.
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Concentragdo Pb - Fémures (ug/g)
Concentragdo Pb - Plasma (pg/dl)

Grupos Experimentais Grupos Experimentais

Figura 23: Representacdo grafica dos valores de concentracdo chumbo em fémures esquerdos (ng/g) e em
plasma (pg/dl) dos animais dos diferentes grupos experimentais: Controle, Contaminado, Contaminado +
Resveratrol e DMSO. Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo: * vs. Controle, @ vs. Cont + Res,

& vs. DMSO; p<0,05. O simbolo < 5,0 representa valores menores que o limite de detec¢do do método.

Nas tabelas 21 e 22 estdo apresentados os valores médios, com 0s respectivos desvios
padrdes, dos pardmetros descritos acima.

Tabela 21: Concentragdo de chumbo em fémures esquerdos (ug/g) e em plasma (ug/dl) dos animais dos

diferentes grupos experimentais: Controle, Hidroxiapatita, Contaminado e Contaminado + Hidroxiapatita.

Grupos Experimentais
Parametros

Controle(8) Hidroxi(8) Cont(8) Cont+Hidroxi(8)

[Pb] Fémures (ug/g)  1,49+0,08  166+0,23 37,70+3,90%  31,53+347%

[Pb] Plasma (ug/dl) ~ 4,99+£0,00 538+067 2217+7,67%  573+1,49

Média + DP; p<0,05: * vs. Controle, # vs. Hidroxiapatita, $ vs. Cont + Hidroxi; () = n°. animais.

Tabela 22: Concentragdo de chumbo em fémures esquerdos (pg/g) e em plasma (pg/dl) dos animais dos

diferentes grupos experimentais: Controle, Contaminado, Contaminado + Resveratrol e DMSO.

Grupos Experimentais
Pardmetros

Controle(8) Cont(8) Cont+Res(8) DMSO(8)

[Pb] Fémures (ug/g) 1,49+0,08 37,70+391°®% 1247+583"% 201+0,20

[Pb] Plasma (ug/dl) 499+000 2217+7679  499+000  505+0,13

Média £ DP; p<0,05: * vs. Controle, @ vs. Cont + Res, & vs. DMSO; () = n°. animais.
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4.9 Zimografia

Nas figuras 24 e 25 encontram-se reproduzidas fotos dos géis de zimografia para
analise da atividade proteolitica da metaloproteinase-2 do extrato de tecido 6sseo (tibias
esquerdas) dos animais dos diferentes grupos experimentais: controle, hidroxiapatita,
contaminado, contaminado + hidroxiapatita, contaminado + resveratrol e DMSO.

EDTA

MMP-2
62.5kDa

MMP-2
62.5kDa

Controle

Hidroxipatita

MMP-2

Contaminado
62,5kDa

MMP-2

Cont+Hidroxi
on 1droxi 62.5kDa

Figura 24: Andlise da atividade proteolitica do extrato de tecido 6sseo (tibias esquerdas) por zimografia dos
animais dos diferentes grupos experimentais: Controle, Hidroxiapatita, Contaminado e Contaminado +
Hidroxiapatita (n=8 por grupo); bandas ativas PM = 62,5 kDa.



85

1 2 3 4 5 6 7 8
Controle MMP-2
62,5kDa
Contaminado MMP-2
62,5kDa
Cont+Res MMP-2
62,5kDa
DMSO MMP-2
62,5kDa

Figura 25: Andlise da atividade proteolitica do extrato de tecido 6sseo (tibias esquerdas) por zimografia dos
animais dos diferentes grupos experimentais: Controle, Contaminado, Contaminado + Resveratrol e DMSO (n=8

por grupo). ); bandas ativas PM = 62,5 kDa.

Nas figuras 26 e 27 estdo expressas as intensidades médias das bandas de zimografia
em unidades arbitrarias (U.A.) das tibias esquerdas dos animais dos diferentes grupos
experimentais (controle, hidroxiapatita, contaminado e contaminado + hidroxiapatita,
contaminado + resveratrol e DMSO). Observa-se na figura 26 aumento da intensidade média
das bandas de zimografia (U.A.) para a atividade de metaloproteinases tipo Il ativas do grupo
contaminado em relacdo a todos 0s grupos experimentais: controle, hidroxiapatita e
contaminado + hidroxiapatita.

Além disso, houve aumento da intensidade média das bandas de zimografia (U.A.)
para a atividade de metaloproteinases tipo Il intermediarias do grupo contaminado em relacéo
ao grupo controle.

Ademais houve aumento da intensidade média das bandas de zimografia (U.A.) para a
atividade de pré-metaloproteinases tipo Il do grupo contaminado em relac&o a todos 0s grupos
experimentais: controle, hidroxiapatita e contaminado + hidroxiapatita.

Nota-se na figura 27 aumento da intensidade média das bandas de zimografia (U.A.)
para a atividade de metaloproteinases tipo Il ativas do grupo contaminado em relacdo aos
grupos experimentais: controle e contaminado + resveratrol. Também houve uma redugédo da
intensidade média das bandas de zimografia (U.A.) para a atividade de metaloproteinases tipo

Il ativas do grupo contaminado + resveratrol em relacdo ao grupo DMSO. Ainda, houve um
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aumento da intensidade média das bandas de zimografia (U.A.) para a atividade de
metaloproteinases tipo |1 ativas do grupo DMSO em relagéo ao grupo controle.

Além disso, houve aumento da intensidade média das bandas de zimografia (U.A.)
para a atividade de metaloproteinases tipo Il intermediarias do grupo contaminado em relacao
ao grupo controle e contaminado + resveratrol. Também houve uma reducdo da intensidade
média das bandas de zimografia (U.A.) para a atividade de metaloproteinases tipo Il
intermediarias do grupo contaminado + resveratrol em relacdo ao grupo DMSO. Ainda, houve
um aumento da intensidade média das bandas de zimografia (U.A.) para a atividade de
metaloproteinases tipo Il intermediarias do grupo DMSO em relagdo ao grupo controle.

Ademais houve aumento da intensidade média das bandas de zimografia (U.A.) para a
atividade de pro-metaloproteinases tipo 1l do grupo contaminado em relacdo aos grupos
experimentais: controle e contaminado + resveratrol. Também houve um aumento da
intensidade média das bandas de zimografia (U.A.) para a atividade de pré-metaloproteinases

tipo Il do grupo DMSO em relagédo ao grupo controle.
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Figura 26: Representacéo gréafica da intensidade média das bandas de zimografia (U.A.) das tibias esquerdas dos
animais dos diferentes grupos experimentais: Controle, Hidroxiapatita, Contaminado e Contaminado +
Hidroxiapatita. Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo: * vs. Controle, # vs. Hidroxiapatita, $ vs.
Cont + Hidroxi; p<0,05.
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Figura 27: Representacéo gréafica da intensidade média das bandas de zimografia (U.A.) das tibias esquerdas dos
animais dos diferentes grupos experimentais: Controle, Contaminado, Contaminado + Resveratrol e DMSO. Os

dados estao expressos como média + desvio padrdo: * vs. Controle, @ vs. Cont + Res, & vs. DMSO; p<0,05.
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Encontram-se apresentados nas tabelas 23 e 24 os valores médios, com 0s respectivos

desvios padrdes, dos parametros descritos acima.

Tabela 23: Intensidade média das bandas de zimografia (U.A.) das tibias esquerdas dos animais dos diferentes

grupos experimentais: Controle, Hidroxiapatita, Contaminado e Contaminado + Hidroxiapatita.

Grupos Experimentais
Parametros

Controle(8) Hidroxi(8) Cont (8) Cont+Hidroxi (8)

MMP-2 Ativa (U.A)) 282410 + 28656 295886 + 27980 358889 + 358337 283327 + 22313

MMP-2 Interm. (U.A.) 265268 + 101835 299938 +37769 368763 + 23319" 316323 + 39719

Pr6 MMP-2 (U.A.) 139983 + 48687 120803+ 37648 231337 £25032™ 163319 + 54957

Média £ DP; p<0,05: * vs. Controle, # vs. Hidroxiapatita, $ vs. Cont + Hidroxi; () = n°. animais.

Tabela 24: Intensidade média das bandas de zimografia (U.A.) das tibias esquerdas dos animais dos diferentes
grupos experimentais: Controle, Contaminado, Contaminado + Resveratrol e DMSO.

Grupos Experimentais
Pardmetros

Controle(8) Cont(8) Cont+Res(8) DMSO(8)

MMP-2 Ativa (U.A.) 282410 + 28656 358889 +35833°C 271373+ 17867% 335479 + 23958"

MMP-2 Interm. (U.A.) 296768 + 34935 368763 + 23319 303501 + 18297% 368534 + 25498

Pr6 MMP-2 (U.A)) 139983 + 48687 231337 + 25932"C 177204 + 30510 195133 + 42062"

Média + DP; p<0,05: * vs. Controle, @ vs. Cont + Res, & vs. DMSO; () = n°. animais.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo analisou os efeitos provocados pela contaminacdo com chumbo
sobre o tecido 0sseo de ratos adultos. Nossos achados claramente demostraram que a
contaminacdo com 250 mg/kg MC de acetato de chumbo promoveu a reducdo dos parametros
biomecanicos de fémures e vértebras que esta diretamente relacionado ao comprometimento
da densidade e microarquitetura Ossea evidenciada por meio dos pardmetros
microtomograficos e densidade radiografica. Evidenciamos que os tratamentos com 100
mg/kg MC de hidroxipatita ou com 0,7 mg/kg MC de resveratrol preveniram a reducao destes
parametros. Portanto, nosso objetivo € discutir os principais provaveis mecanismos pelos
quais o Pb reduz a resisténcia 6ssea e a hidroxiapatita e o resveratrol protege o tecido 6sseo
dos maleficios causados pelo Pb.

Inicialmente, validando nosso modelo de contaminacdo por meio da gavagem gastrica,
houve facil adaptacdo dos animais ao sistema proposto, ndo proporcionando alteracdes
significativas da massa corpérea (figuras 3 e 4, tabelas 1 e 2) e de aspectos comportamentais.
Para 0 modelo de tratamento do resveratrol com injecOes intraperitoneais, aplicam-se as
mesmas observacdes da gavagem gastrica, sendo sua escolha priorizada pela melhor absor¢éo
organica da substancia evidenciada na literatura (DO AMARAL et al., 2008). A literatura
mostra que o rato é a mais frequiente espécie de roedor usado em estudos toxicoldgicos com
repeticdo de doses e, utilizar este modelo experimental permite a extrapolacdo de resultados
para humanos (MACGREGOR et al., 1995; ESCRIBANO et al., 1997; CELIK, OGENLER,
COMELEKOGLU, 2005). TIMCHALK et al., (2006) sugerem que o acetato de chumbo
administrado via gavagem oral é rapidamente absorvido, sendo o pico da concentracdo de
chumbo no sangue de 30 minutos a 1 hora pés-dose e esta rapida absor¢do no rato é
semelhante a absorcdo do acetato de chumbo em humanos.

A principal vantagem de estudos com animais é a possibilidade de se obter um sistema
biolégico completo do qual permite a avaliagdo do efeito geral de mudancas observadas em
sistemas celulares. Estudos animais controlados cuidadosamente constituem um passo
essencial para a extrapolacdo de efeitos bioldgicos para a seguranca da saude humana. A
similaridade fundamental da estrutura celular e bioguimica entre animais e humanos
proporciona uma base de validacdo geral para a predicdo de efeitos em populagcdes humanas
(CELIK, OGENLER, COMELEKOGLU, 2005). Assim, sendo o rato um bom modelo para o
estudo da toxicidade de chumbo e aplicacdo de tratamentos em humanos é possivel verificar a

hipbtese que ratos adultos expostos ao chumbo acumulam este elemento no esqueleto (HAN
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et al, 1997), que este acimulo € prejudicial ao tecido 6sseo e que tratamentos com o objetivo
de prevenir os efeitos do chumbo no tecido 6sseo (como a hidroxiapatita e o resveratrol)
possam ter sua efetividade comprovada.

Desta forma, padronizacdo e homogeneidade de massa corporal € uma variavel
importante em estudos que envolvem o tecido 0sseo, pois esta variavel exerce estresse
mecanico sobre 0s 0ssos e contribui para 0 ganho de massa 6ssea (BERG, HARMISON,
1957; BURR, ROBLING, TURNER, 2002). Dada a importancia da homogeneidade da massa
corporal inicial verificou-se a padronizacdo adequada desta variavel nos animais dos
diferentes grupos experimentais (figuras 3 e 4, tabelas 1 e 2), processo este fundamental para
o0 controle do ensaio proposto. Em relagdo a massa corporal final e ganho de massa corporal
(figuras 3 e 4, tabelas 1 e 2) dos animais dos diferentes grupos experimentais, apesar da massa
corporal final do grupo contaminado ser menor em relacdo ao grupo DMSO e o ganho de
massa corporal do grupo contaminado apresentar-se menor em relagdo ao grupo contaminado
+ resveratrol, ndo foram evidenciadas mais diferencas entre os grupos analisados. Portanto,
nossos resultados de forma geral demonstram que ndo houve alteracdo significativa das
massas corporais dos animais dos diferentes grupos experimentais.

Dependendo do periodo e da quantidade ingerida de metais pesados, como o chumbo,
podem provocar reducdo do consumo de alimento, ocasionando diminui¢do do crescimento e
ganho de massa (NTP, 1993). Na literatura, resultados conflitantes em relacdo a interferéncia
do chumbo sobre a massa corporal de animais experimentais sdo encontrados, com variacdes
do periodo, dose e via de administracdo deste elemento. Os dados de SMITH, MIELKE,
HENEGHAN (2008) corroboram com 0s nossos, pois em testes utilizando ratos Sprague-
Dawley machos com 21 dias de vida, contaminados durante 35 dias com diferentes doses de
acetato de chumbo e nitrato de chumbo (6,75; 18,75; 37,5; 75 e 150 ug/g de dieta), os autores
demonstraram que 0s animais testados ndo apresentam efeitos adversos significativos sobre o
ganho de massa, consumo de comida e quantidade de fezes produzidas quando comparados
aos animais controle. Dados da NTP (2003) demonstraram que camundongos contaminados
com diferentes doses de acetato de chumbo (50, 200, 1,000 pug/ml) néo tiveram seus ganhos
de massa corporal alterados em relagdo aos animais controles do estudo. HAN et al. (1997)
utilizaram ratas Sprague-Dawley em seu experimento com uma oferta de dgua contendo 250
mg/l de acetato de chumbo, com 3 grupos de animais que iniciaram a contaminagdo com 5, 10
e 15 semanas de vida respectivamente. Correlacionando as curvas de crescimento destes

animais contaminados, os autores concluiram que a idade onde se inicia a exposi¢cdo ao
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chumbo ndo interfere no crescimento e no ganho de massa corpérea dos animais
contaminados com chumbo.

No entanto, os dados obtidos por UNGVARY, MORVAI, SZAKMARY (2002)
contrastam com nossos resultados. Utilizando ratos machos adultos, contaminados com 500
mg de acetato de chumbo por kg MC durante 12 semanas, 0s autores evidenciaram uma
reducdo do ganho de massa corporal dos animais contaminados com acetato de chumbo.
HAMILTON, O’FLAHERTY (1995), encontraram redug¢des de massa corporal de ratos
previamente tratados com chumbo na agua consumida quando comparado aos animais
controle do estudo. Ainda, GONZALEZ-RIOLA et al. (1997) verificaram que a massa
corporal final dos animais do grupo controle foi significativamente maior que o do grupo
contaminado com 17 mg acetato de Pb/kg de alimento.

Estes dados conflitantes refletem variacbes na padronizacdo dos protocolos
experimentais e sdo resultados das diferentes condicBes experimentais. Além disso, a
diferenga apontada entre estudos pode ser resultado da variavel biodisponibilidade.
Biodisponibilidade do chumbo pode ser definida como a porcdo de Pb ingerida retida pelo
corpo para interagir com varios processos metabélicos (SMITH, MIELKE, HENEGHAN,
2008). No entanto, existem varios fatores fisiologicos, fisicos e quimicos envolvidos (como a
forma do composto, o tamanho da particula, variagdes do periodo de contaminacao, dose, via
de administracdo deste elemento, idade do organismo utilizado) que auxiliam na determinacao
de qual fracdo de Pb ingerida foi retida no organismo e quais compostos podem interagir com
os diversos sistemas organicos, prejudicando o desenvolvimento e o ganho de peso de animais
utilizados em experimentos (MIELKE, HENEGHAN, 1991).

Desta forma, metais pesados, como o chumbo, apresentam ndo sé a capacidade de
promover alteracbes do crescimento somatico de modelos animais experimentais, quanto em
tecidos biolégicos como o dsseo. Assim, o teste de flexdo a trés pontos (fémures) e o de
compressdo vertebral possibilita a observagdo das principais propriedades biomecéanicas do
tecido 6sseo e suas subsequentes alteracdes (forca e resisténcia do tecido) causadas por fatores
externos. Ainda, é possivel avaliar a resisténcia mecanica, e assim, a qualidade 6ssea dos
animais estudados por meio destes parametros (PENG et al., 1994). Ademais, é importante
ressaltar a analogia que o teste biomecanico representa no aspecto clinico representada por
patologias clinicas como a osteoporose e risco de fraturas, pois a resisténcia mecanica do 0sso
as fraturas esta diretamente relacionada ao grau de mineralizacdo deste tecido (MELTON et
al., 1986; BOYDE et al., 1995; CURREY, BREA, ZIOUPS, 1995, LEOPOLA et al., 1996;
BOYDE et al., 1998).
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Assim, o comprometimento da microarquitetura 6ssea (figuras 17 e 18 e tabelas 15 e
16) e a reducdo da densidade radiografica dssea (figura 19 e tabelas 17 e 18) do grupo
contaminado estdo diretamente relacionados com as alteracbes do comportamento
biomecanico. Além disso, a diminuicdo da resisténcia Ossea encontrada no estudo
(evidenciada pela reducdo dos parametros biomecéanicos de fémures e vértebras do grupo
contaminado nas figuras 5, 6, 7 e 8 e tabelas 3, 4, 5 e 6) corrobora com os achados de RONIS
et al. (2001), que propuseram um modelo de contaminagdo com 0,15% e 0,45% de acetato de
chumbo na &gua consumida por ratos, dos quais resultou em uma concentracdo sanguinea de
chumbo na faixa de 67-192 pg/dl e 120-388 pg/dl, respectivamente, reduzindo a resisténcia
Ossea das tibias avaliadas com o teste de flexdo a trés pontos. Aqui é importante ressaltar, que
tanto hidroxiapatita quanto o resveratrol foram capazes de prevenir a reducédo da resisténcia
Ossea causada pela contaminacdo com chumbo, tanto em fémures, quanto em vértebras. Os
mecanismos pelos quais os tratamentos atuam serdo discutidos posteriormente.

Diversos mecanismos (moleculares, celulares e sisttmicos) podem afetar esses
parametros. Iniciando com os mecanismos intracelulares, temos varios autores com hipoteses
de como o chumbo entra na célula, envolvendo a funcéo de varios tipos de transportadores
associados ao influxo de Pb: receptores de Fe, as transferrinas (TfR1 e TfR2), transportadores
de cétions divalentes (DCT1) e transportadores de anions organicos (OAT1 e OATS3).
(GUNSHIN et al., 1997; HAN et al.,, 1999; BALLATORI, 2002; QIAN, TIFFANY-
CASTIGLIONI, 2003). Nosso estudo pressupde que 0s mecanismos de entrada do chumbo
nas células Osseas possam utilizar estes tipos de transportadores. QIAN, TIFFANY-
CASTIGLIONI (2003) afirmam que apos a entrada em células nervosas (da astroglia), por
mecanismos com canais de Ca’* ou DCT1, o Pb se localizaria no reticulo endoplasmatico
(RE), sendo esta organela o maior sitio de armazenamento e regulacdo de calcio intracelular.
A concentracdo de Ca** no limen do RE é de 3 a 4 vezes maior que a do citosol, um gradiente
mantido por célcio-ATPases ou proteinas SERCA. O Pb pode inibir a Ca*-ATPase,
estimulando a deplecio do Ca** estocado, prejudicando a restauracdo dos estoques.
Intracelularmente, este elemento é distribuido por varios carregadores desconhecidos para
varios destinos celulares, incluindo proteinas, organelas, e DNA. Além disso, pela grande
possibilidade de interagbes toxicas com transportadores ionicos, 0 Pb pode interagir
prejudicialmente com uma série de proteinas no citoplasma. Uma dessas proteinas € uma
reguladora de glicose (chaperona) localizada no RE, de peso molecular de 78 kD, conhecida
como GRP78, sendo que o chumbo pode promover uma falha no seu funcionamento,

estimulando respostas protéicas especificas via transducdo por IRE1/ATF6 (proteina 1
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requerente de inositol e fator de transcrigédo ativado 6, respectivamente) e/ou IRE1/JNK (c-Jun
amino-terminal quinase). Isto poderia interromper uma série de fosforilagcbes e comprometer a
sintese e o transporte protéico nestas células.

Ademais, outros mecanismos sdo relatados na literatura. BEATTIE et al. (2005), em
estudo com linhagem celulares, evidenciaram que varios metais pesados, como o chumbo, é
um potente inibidor de Na'-K*-ATPase presente na membrana plasmatica. Como resultado
isto poderia afetar e consequentemente comprometer a funcdo da célula. Mecanismos
similares podem estar ocorrendo nas células dsseas e consequentemente interferindo na
qualidade do tecido dsseo.

Este elemento pode estar afetando a funcdo celular (osteoblastos e osteoclastos),
diretamente e indiretamente (POUNDS, LONG, ROSEN, 1991). O Pb afeta indiretamente a
diferenciacdo dssea e sua fungdo via reducdo dos niveis plasmaticos de Vitamina D e PTH
(MAHAFFEY et al., 1982b). Os efeitos diretos estdo relacionados aos disturbios da
habilidade das células dsseas em responder a regulagdo hormonal normal, e o Pb pode
competir com o célcio em sistemas mensageiros de ligacdo com calcio (POUNDS, LONG,
ROSEN,1991). MIYAHARA et al. (1994) reportaram que o Pb pode induzir a formacdo de
células semelhantes & osteoclastos pelo aumento das concentracdes de Ca®* e adenosina
monofosfato ciclico (AMPc). O Pb altera os canais de Ca?* de uma forma que aumenta o
influxo de Ca®" extracelular. Estes canais podem ser sensiveis ao Pb e promover influxo deste
elemento para o interior de osteoblastos e osteoclastos. Todos estes fatores podem estar
interferindo diretamente nos parametros biomecanicos do tecido dsseo.

Além disso, sabe-se que o turnover 6sseo € influenciado por diversos hormdnios e
vitaminas como o 1,25-diidroxicolecalciferol, PTH, calcitonina, estr6genos, andrdgenos e
fatores de crescimento (BERGLUND et al. 2000), sendo todos estes fatores reguladores
diretos da funcdo celular 6ssea. Turnover do 0sso € 0 maior mecanismo para manutencdo da
homeostase de célcio, sendo a vitamina D e o PTH os dois maiores reguladores do
metabolismo do calcio. A forma ativa da vitamina D é formada nos rins e aumenta a absorcéo
gastrointestinal de célcio e fosfato (PO4). A mineralizacdo normal do osso também ¢é
dependente da 1,25-diidroxicolecalciferol. Os osteoblastos apresentam receptores para a
vitamina D e sintetizam osteocalcina. PTH aumenta os niveis de calcio plasmatico por meio
da estimulacdo da reabsorcdo Ossea. Osteoblastos, mas ndo osteoclastos, apresentam
receptores para PTH. Algumas proteinas 6sseas poderiam estar envolvidas com a alteragéo de
certos parametros biomecanicos, sendo uma delas a osteocalcina. Associou-se 0 Pb a inibigéo

da atividade osteoblastica pela reducdo da sintese da osteocalcina (GONZALEZ-
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RIOLA,1997). SAUK et al. (1992) evidenciaram in vitro que, na presenca do Pb, células
semelhantes a osteoblastos inibem a liberacdo de osteocalcina. DOWD et al. (1994)
reportaram que o Pb e o Ca competem para ligar-se a osteocalcina e consequentemente o Pb
inibe a ligacdo da osteocalcina a hidroxiapatita, 0 que pode inativar a osteocalcina e afetar a
dindmica mineral 6ssea. Sustentando estas alteragdes, ha relacdo na literatura da reducdo da
quantidade de osteocalcina reduzindo a sintese de andr6genos o que acarreta em quadro
caracteristico de osteopenia (KARSENTY, 2011).

Convergindo com a dindmica mineral 0ssea outros fatores, como a geometria 0ssea e
as propriedades materiais também poderiam influenciar os resultados de resisténcia 6ssea
(figuras 5, 6, 7 e 8 e tabelas 3, 4, 5 e 6) deste estudo (EINHORN, 1996). O chumbo
incorporado aos cristais de hidroxiapatita, substituindo o calcio e formando outro composto (a
hidroxipiromorfita) pode alterar as propriedades materias dos 0ssos, como demonstrado na
reducdo da resisténcia éssea do grupo contaminado (figuras 5, 6, 7 e 8 e tabelas 3, 4, 5 e 6).

Nos mecanismos que concernem a funcdo de érgdos envolvidos na metabolizacdo de
toxinas, HAN et al (1999) afirmam que o figado € um 6rgdo chave na metabolizacdo de
toxicantes enddgenos. Este 6rgdo contém inumeras proteinas, como as metalotioneinas e
metaloproteinases, que apresenta uma grande afinidade por chumbo in vitro, mas néo in vivo,
embora metais pesados como o chumbo possam induzir producdo de metalotioneinas no
figado e outros 6rgdos como os rins (WAALKES, HARVEY, KLAASSEN, 1984; ZALUPS,
2000). Desta forma, o acumulo de metais pesados pode sobrecarregar a metabolizacdo de
toxinas por 6rgdos como rins e figado, que consequentemente aumentaria a concentracao
destas toxinas em outros tecidos como o 0sseo, comprovadamente 0 maior sitio de
armazenamento deste elemento no organismo (WHO, 2001; BRONNER, 2002) e a maior
fonte enddgena de chumbo (BERGLUND et al., 2000), pode ter sua resisténcia comprometida
por estes fatores. Ainda, metais pesados como cadmio (Cd), mercurio (Hg) e Pb podem ligar-
se a diversos tipos de proteinas 6sseas (BRANDAO et al., 2006; PEIXOTO et al., 2007) e
outras substancias, formando um complexo ligante entre um receptor orgénico e o ion
metalico e alterar a funcdo celular. Essa concepcdo poderia explicar o mecanismo pelo qual
certos metais toxicos tém a capacidade de entrar e alterar a funcdo celular (BRIDGES,
ZALUPS, 2004).

Correlacionando o comprometimento da densidade e microarquitetura 6ssea com
reducbes da resisténcia do tecido 0sseo, nossos achados de diminuicdo da densidade
radiografica Ossea dos fémures (figura 19 e tabelas 17 e 18), da espessura e numero de

trabéculas com aumento do espaco trabecular das vértebaras analisadas (figuras 17 e 18 e
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tabelas 15 e 16) diante da contaminacdo com acetato de chumbo, podem ser fatores
determinantes das reducGes dos parametros biomecanicos e conseqlientemente,
comprometimento da resisténcia 0ssea (figuras 5, 6, 7 e 8 e tabelas 3, 4, 5 e 6). Este fato pode
estar relacionado com o0s mecanismos comuns a reducdo da densidade O&ssea e
comprometimento da microarquitetura dssea, sendo eles a inducdo de estresse oxidativo e
peroxidagdo lipidica nas células dsseas, assim como em outros tipos celulares (STOHS,
BAGCHI, 1995; LIN et al, 2003; YU, LIN, LIN-TAN, 2004, EL-ASHMAWY et al., 2006).
Este tipo de contaminacéo provocada pelo chumbo pode alterar os parametros biomecéanicos e
consequentemente a qualidade deste tecido (figuras 5, 6, 7 e 8 e tabelas 3, 4, 5 e 6). Fatores
estes, que serdo discutidos posteriormente.

Para o grupo de parametros biométricos, observamos comprometimento do
desenvolvimento ésseo de fémures do grupo contaminado e que tanto a hidroxiapatita quanto
o0 resveratrol foram capazes de prevenir este comprometimento (figuras 11 e 12 e tabela 9 e
10). J& nas quintas vértebras lombares ndo foi evidenciado este comprometimento (figuras 13
e 14 e tabela 11 e 12). Nossos dados contrastam com os de ESCRIBANO et al. (1997). Estes
autores ndo encontraram diferencas significativas do comprimento de fémures de ratos
contaminados com 17 mg de acetato de chumbo por kg de alimentagdo durante 50 dias.
Entretanto, os mesmos autores encontraram diferencas significativas das alturas das vértebras
dos mesmos animais contaminados com acetato de chumbo, concluindo que o crescimento
longitudinal e periférico de 0ssos longos ndo é prejudicado pelo chumbo, mas pode alterar o
desenvolvimento do esqueleto axial. GONZALEZ-RIOLA et al. (1997) ndo encontraram
alteracOes significativas do comprimento de fémures de ratos contaminados com 17 mg de
acetato de chumbo por kg de alimentacdo durante 50 dias quando comparado aos animais
controle do estudo, no entanto, relataram inibicdo do desenvolvimento das epifises de
crescimento nos fémures dos ratos contaminados ap6s analise histomorfométrica. Com estes
resultados, os autores atribuem ao chumbo um efeito inibitério sobre o processo de
ossificagdo endocondral, envolvendo danos ndo sé a osteblastos e osteoclastos, como aos
condrocitos. Em suporte aos dados destes autores, HAMILTON e O’FLAHERTY (1995)
demonstraram alteragdes morfologicas metafisarias e nas placas de crescimento em 0ssos de
ratos contaminados com mil ppm de chumbo na agua consumida quando comparado aos
animais controles do estudo, comprovando a capacidade do chumbo de prejudicar o
crescimento 6sseo. HICKS et al. (1996) reportaram que doses subletais de Pb causam
supressdo da fosfatase alcalina em condrdcitos isolados de aves e da expressdo de colageno

tipo Il e tipo X, com decréscimo da incorporacao de timidina. Os dados sugerem uma inibigéo
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da ossificacdo endocondral pelo Pb. Corroborando com nossos dados, RONIS et al. (2001)
associaram a contaminagdo com acetato de chumbo com a inibicdo da osteoblastogénese e um
efeito inibidor sobre o crescimento dsseo longitudinal.

A diferenca entre resultados esta relacionada ao tipo de osso analisado, a dose, 0
tempo de contaminacéo, a via de administragdo e a técnica usada para analise do crescimento.
Entre estes fatores, o tipo de 0sso analisado é um fator importante, pois efeitos distintos, tanto
do esqueleto axial como periférico, podem derivar da diferenca de constituicdo entre 0ssos e a
predominancia relativa de osso cortical e osso trabecular (ESCRIBANO et al. 1997).
BARBOSA et al. 2005 afirmam que 0ssos trabeculares apresentam um periodo de turnover
rapido, o que torna o chumbo acumulado nesse tipo 6sseo mais biologicamente disponivel.
Consequentemente, devido a variacdo do turnover do osso trabecular, cortical e em varias
regides do esqueleto, o acimulo de um dado metal no esqueleto sera maior naquelas regides
onde a taxa de turnover for mais lento. A parte trabecular do 0sso apresenta o turnover maior
em relagdo a porcdo cortical do 0sso sendo, portanto, 0 acimulo de chumbo maior no 0sso
cortical (BRONNER, 2002). O’FLAHERTY (1993) estabeleceu que o Pb apresenta
comportamento semelhante de entrada, no interior e de saida do osso quando comparado ao
calcio, sendo que dois ter¢os do Pb acumulado no 0sso sdo retidos no componente cortical do
mesmo, enquanto o terco restante permanece no componente trabecular. No entanto, o
turnover da porcdo trabecular do osso é mais rapido que da cortical, portanto grande parte do
Pb circulante no sangue é oriundo da porcdo trabecular do osso. Tibia, fémur e vértebra
diferem em suas constituicbes predominantes, o que pode estar induzindo as diferencas de
resultados entre esses estudos. A vértebra apresenta maior predominancia de osso trabecular
em relacdo a tibia, que por sua vez apresenta maior quantidade de o0sso trabecular e menor de
0sso cortical quando comparada ao fémur, cujo constituinte cortical é prevalente sobre o
trabecular.

SHAINI et al. (2000) demonstraram que osteoblastos s&o mais afetados pelos efeitos
toxicos de metais pesados do que células periosteais. Esta diferenca de toxidade celular esta
relacionada a grande quantidade de células ndo-diferenciadas na populacdo de células
periosteais, e estas células ndo-diferenciadas ajudariam a compensar o numero de células
mortas. Portanto, hd uma explicacdo plausivel para os diferentes efeitos do chumbo, nos
diferentes tipos e regides Osseas. A diferenca do acumulo deste elemento pode explicar a
quantidade de resultados conflitantes e a capacidade do chumbo em afetar predominantemente
algumas regides 0sseas mais especificas dependentes do tipo 6sseo. O fato de fémures

apresentarem maior comprometimento estrutural e funcional (celular) em relacdo aos demais
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tipos 6sseos (conforme evidenciado na literatura), pode explicar os resultados encontrados em
nosso estudo, onde 0ssos predominantemente corticais (fémures) foram mais prejudicados na
variavel crescimento 0sseo do que 0ssos com predominancia trabecular (vértebras).

O tecido 6sseo é basicamente composto pela combinacdo de agua, material organico e
mineral. Assim, alteracfes da densidade deste tecido podem estar associadas a mudangas das
propriedades fisicas 0sseas. Desta forma, os pardmetros fisicos dos fémures e vertebras dos
animais do estudo foram analisadas a partir da determinacdo do volume 6sseo, de forma
indireta por meio do principio de Arquimedes, um método de alta confiabilidade (MARTIN,
1990; RENNO et al., 2007). Neste estudo ndo houve nenhuma alteracdo das propriedades
biofisicas de fémures e vértebras (figuras 13, 14, 15 e 16 e tabelas 11, 12, 13 e 14). N&o
obstante aos resultados descritos acima, este estudo evidenciou comprometimento de
densidade e microarquitetura 0ssea, vizualizado pelos parametros de densidade radiogréafica
Ossea das vértebras (figura 19 e tabelas 17 e 18) e dos parametros microtomogréficos
(espessura e nimero de trabéculas com aumento do espaco trabecular) das veértebaras
analisadas (figuras 17 e 18 e tabelas 15 e 16). E novamente, tanto o tratamento com
hidroxiapatita quanto com resveratrol foram capazes de prevenir todo o processo de
osteopenia (reducdo da densidade dssea e deterioracdo da microrarquitetura 6ssea) causado
pela contaminagdo com chumbo (figuras 17, 18 e 19 e tabelas 15, 16, 17 e 18).

Corroborando com nossos achados, ESCRIBANO et al. (1997) verificaram com
estudos histomorfométricos aumento da reabsorcao 0ssea, ou seja, uma reducao da densidade
Ossea mineral em animais previamente expostos a 17 mg de acetato de chumbo por kg de
alimentacdo. BAGCHI, PREUSS (2005) observaram reducdo da densidade mineral 6ssea em
ratos contaminados com acetato de chumbo a 1% na &gua consumida por estes animais
durante 40 dias. MIYAHARA et al. (1995) observaram que o chumbo aumenta a reabsorcao
Ossea em cultura de células Gsseas, exceto com o tratamento prévio com calcitonina, um
horménio que apresenta forte efeito inibidor sobre a atividade osteoclastica, a principal célula
envolvida com o processo de reabsorcdo. O estudo encontrou, por histomorfométria, aumento
da reabsorcédo dssea. Isto significa que o chumbo afeta tanto a atividade osteoblastica como a
osteoclastica, induzindo osteopatias. Os 3 mecanismos para 0 chumbo induzir osteoporose sdo
decréscimo da massa Ossea, aumento da reabsor¢do Ossea e mudancas da estrutura do
esqueleto (BERGLUND, et al., 2000).

Ainda em relagdo a diminuicdo da densidade Ossea e o comprometimento da
microarquitetura 6ssea observados neste estudo (figuras 17, 18 e 19 e tabelas 15, 16, 17 e 18),

varios mecanismos que influenciam a atividade de osteoblastos e osteoclastos e interferem no
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processo de remodelamento 6sseo podem explicar este achado. Um dos mecanismos esta
relacionado a dano renal e gastrointestinal, interferindo sobre o metabolismo dos minerais
como calcio e fosforo. Outro mecanismo envolve a estimulacdo da reabsorcéo e inibicdo da
formacgdo Ossea via uma influéncia direta sobre a diferenciacao e ativacdo de osteoclastos e
osteoblastos (BRZOSKA, JAKONIUK, 2005). De acordo com o primeiro mecanismo, danos
as células epiteliais do tubulo proximal do néfron causam decréscimo da reabsorcdo de
compostos com baixo peso molecular pelo tabulo renal, particularmente, aminoacidos,
glicose, fosfato e célcio (MAHAFFEY, 1974; IPCS, 1995; LIN et al., 2003; YU, LIN, LIN-
TAN, 2004; BURBURE et al., 2006). LIN et al (2003) demonstraram que a exposigéo cronica
ao Pb pode influenciar subitamente a progressdo da insuficiéncia renal em pacientes sem
diabetes com doenca renal crénica acarretando danos glomerulares e tubulares renais. Esse
fato poderia contribuir para a causa da deficiéncia renal e alteracdo do equilibrio acido-basico.
Esse desequilibrio poderia induzir aumento da excrecdo urinaria de calcio, induzindo um
hiperparatireoidismo secundario ou devido ao efeito direto do acido sobre o tecido 0sseo.
BUSHINSKY (2001) relatou, em trabalho de revisao, alteracbes em culturas de células dsseas
de camundongo promovidas pela diminuicdo do pH durante 3 horas, modelo de acidose
aguda, causando dissolucdo mineral 6ssea. Esses estudos indicam que o mecanismo pelo o
qual ions hidrogénio causam liberacdo do célcio 6sseo durante curto periodo é devido a
alteracOes de fatores fisico-quimicos que governam a deposicdo e dissolucdo de minerais do
tecido 6sseo. BURCK et al. (2005), em estudo com cultura de células 6sseas, observaram que
a acidose pode contribuir para reducdo da mineralizacdo 6ssea via aumento da solubilidade da
hidroxiapatita e diminuicdo da atividade da fosfatase alcalina (ALP).

Outro mecanismo que poderia explicar estas alteracdes, seria o chumbo agir
diretamente sobre as células 6sseas (osteoblastos) inibindo a atividade da fosfatase alcalina
(ALP), uma enzima essencial para o processo de mineralizacdo 6ssea (ROBINSON, 1923;
REGISTER, WURTHIER, 1984; BRADBEER et al., 1992, BRADBEER, LINDSAY,
REEVE, 1994). HAMILTON, O’FLAHERTY (1995) observaram que apds contaminacao
com chumbo, ratos tem alteracdo da morfologia das epifises de crescimento e redugdo da
atividade da enzima ALP. Isto poderia indicar inibicdo da atividade osteobléstica e de
condrdcitos (GONZALEZ-RIOLA et al., 1997). Desta forma, como apresentaram os autores
citados, o chumbo poderia alterar a atividade dos osteoblastos por meio da inibicdo da ALP, e
como consequéncia, reduziria a densidade déssea, comprometendo a microarquitetura dssea

das vértebras dos animais contaminados encontrado neste estudo.
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O chumbo poderia estar ainda causando toxicidade as células dsseas por meio do
mecanismo de inducdo de estresse oxidativo e peroxidacdo lipidica, e o resveratrol atuando
exatamente na prevencdo destes mecanismos (evitando o comprometimento 0sseo). Devido a
alta afinidade entre chumbo e grupos sulfidricos (GRAZIANO, 1994), ha modificacdo de
grupos tidis nas proteinas de membranas, peptideos e aminoécidos, indiretamente pela
producdo de produtos oxidativos e por meio da alteragdo do estado redox da célula. Este
efeito da-se por meio da peroxidacdo lipidica e/ou modulacdo da sintese de produtos
imunorreguladores, como os leucotrienos (QUEIROZ et al., 2003). BAGCHI, PREUSS
(2005) também relatam o estresse oxidativo como efeito adverso do Pb. A interacdo entre
grupos sulfidricos e proteinas como as metalotioneinas, glutationa e cisteina esta diretamente
envolvida com a captacao, acumulo, transporte e consequentemente, toxicidade do chumbo. A
inducdo da expressao de metalotioneinas é um dos efeitos intracelulares do chumbo divalente,
tanto in vivo quanto in vitro (HAN et al., 1999, DOREA, DONANGELO, 2006). A interacdo
dos metais pesados com estes grupos sulfidricos resulta em alteracdo de atividades
enzimaticas como, por exemplo, das metaloproteinases de matriz, fundamentais ao processo
de remodelamento tecidual (SOUZA, GERLACH, LINE, 2000; VU, WERB, 2000); inibicao
de enzimas antioxidantes estimulando a formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
como o oxigénio singleto (O7), peroxido de hidrogénio (H,O,) e radical hidroxil (OH) e
assim, induzindo aumento da peroxidacao lipidica, o que induz danos ao DNA e alteracdo da
homeostase do calcio (STOHS, BAGCHI, 1995; LIN et al, 2003; YU, LIN, LIN-TAN, 2004,
EL-ASHMAWY et al., 2006). STOHS, BAGCHI (1995) afirmam que o Pb depleta glutationa
e proteinas que se ligam a grupos sulfidricos, resultando na producdo de espécies reativas de
oxigénio como ions superdxidos, peréxido de hidrogénio e radicais hidroxil. EL-ASHMAWY
et al. (2006) demonstraram que a contaminacdo por acetato de Pb elevou significativamente
os perdxidos lipidicos hepaticos. Este aumento pode ser relacionado ao metabolismo do acido
araquidonico via elevacdo de eicosanoides, ciclooxigenases e lipooxigenases cuja atividade
envolve a peroxidacgdo lipidica e a promocéo de tumores (BOND et al., 1993). VALKO,
MORRIS, CRONIN (2005) sumarizaram estudos mostrando que um fator comum na
intoxicdo com metais pesados é a geracao de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. Estes
processos poderiam inibir até a diviséo celular (EL-ASHMAWY et al 2006).

Recentes estudos demonstram que a producéo de radicais livres e o estresse oxidativo,
habito de fumar, hipertensao e diabetes mellitus estdo classificados como fatores de risco para
osteoporose (SANCHEZ-RODRIGUEZ et al., 2007; SHEWEITA, KHOSHHAL, 2007).

Outros estudos que mostram que altos niveis de H,O, favorecem a diferenciacdo de
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osteoclastos e inibem a diferenciacdo de osteoblastos e liberagdo do estoque de célcio
intracelular por um mecanismo sensivel ao IP3 (inositol-3-fosfato) (NAM et al., 2002),
propiciando dessa forma uma acentuada diminuicdo da densidade mineral 6ssea corroborando
com alguns de nossos resultados que indicam reducdes da resisténcia 0ssea (figuras 5,6, 7e 8
e tabelas 3, 4, 5 e 6), de densidade do osso e comprometimento da microarquitetura dssea
(figuras 17, 18 e 19 e tabelas 15, 16, 17 e 18), dos quais nos permite sugerir que ocorra
aumento da reabsorcdo 0Ossea pelos osteoclastos e/ou diminuicdo da formacdo dssea pelos
osteoblastos (MODY et al., 2001; SONTAKE, TARE, 2002; BAI et al., 2004). O chumbo
pode alterar a expressdo da via de sinalizagcdo da Wnt, induzindo o fator de transcricdo FOXO
(Forkhead Box) por ROS (espécies reativas de oxigénio) e, assim antagonizando a via de
sinalizagdo Wnt/B-catenina que € um estimulo essencial para a osteoblastogénese e
responsavel por suprimir a apoptose osteoblastica, adipogénese e osteoclastogénese
(ALMEIDA et al., 2007). Portanto, pressupomos que o processo de indugdo do estresse
oxidativo e peroxidacdo lipidica por meio da contamina¢do com chumbo, cuja capacidade de
afetar e prejudicar a atividade de diversos grupos celulares estd comprovada na literatura,
possa atuar similarmente nas células 0sseas e provocar diversos efeitos no tecido 6sseo como
as reduces de densidade 6ssea, comprometimento da microarquitetura 6ssea (figuras 17, 18 e
19 e tabelas 15, 16, 17 e 18) e da resisténcia do tecido (figuras 5, 6, 7 e 8 e tabelas 3, 4, 5 e 6).
Reforcando a citacdo de tal estudo, este pode ser o principal mecanismo pelo qual o
resveratrol atua para prevencdo deste comprometimento &ésseo, embasados pelos Nnossos
achados (figuras 18 e 19 e tabelas 16 e 18).

A acdo antioxidante do resveratrol € amplamente fundamentada na literatura
(FREMONT, 2000; BHAT, KOSMEDER, PEZZUTO, 2001; BAUR, SINCLAIR, 2006; DE
JESUS SOARES et al., 2007; SAUVE, 2010). Ademais, tém-se demonstrado a acdo de
modulacdo do resveratrol sobre uma familia de enzimas especificas, conhecidas como
sirtuinas (SIRTs), que medeiam a funcdo anti-inflamatdria e anti-proliferativa devido a
alteracdo da expressdo génica de inumeras vias metabodlicas (MIZUTANI et al., 1998;
BACKESJO et al., 2006; DAI et al., 2007; MOHAR, MALIK, 2012).

Desta forma, o resveratrol age como regulador secundario de uma sistema de resposta
biolégica, muito mais complexo e amplo. Estudos recentes, focados no sistema de enzimas
sirtuina, evidenciaram um complicado processo de respostas biologicas regulatorias
conhecidas pela ativacdo via resveratrol. As sirtuinas constituem uma familia de proteinas
regulatérias (em mamiferos) que vao da SIRT1 a SIRT7 e sdo amplamente expressas em uma
grande variedade de tecidos (SAUVE, 2010; MOHAR, MALIK, 2012). Em experimentos
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com diferentes linhagens de células humanas, o resveratrol modulou uma grande variedade de
processos por meio da interacdo da SIRT1, incluindo neuroprotecdo, supressdo de tumor,
diferenciacéo e inflamacdo (MICHAN, SINCLAIR, 2007). Foi evidenciado correlacéo entre a
sirtuina tipo | (SIRT1) e a regulacdo de metaloproteinases cuja funcdo estd associada ao
combate inflamatorio em 6rgdos e tecidos (CARDELLINI et al., 2009). Além disso, o
aumento da atividade da SIRT1 pelo resveratrol foi associada ao aumento da producdo da
enzima superdxido dismutase, uma enzima antioxidante que suprime a morte celular de
cardiomidcitos e outras células (MUKHERJEE et al., 2009). Outros estudos reforcam os
efeitos protetores das sirtuinas em cardiomidcitos, via ativacdo de genes codificados para
antioxidantes, que auxiliam na reducdo da carga celular de espécies reativas de oxigénio
(SUNDARESAN et al., 2009). Além disso, esta substancia pode aumentar a capacidade
antioxidante do plasma por meio da modulacdo do sistema antioxidante endégeno (DO
AMARAL et al., 2008).

Ademais, MIZUTANI et al. (1998) demonstraram que o resveratrol estimula in vitro a
proliferacdo e diferenciacdo de celulas mesenquimais osteoprogenitoras em osteoblastos. Em
estudo de BACKESJO et al. (2006), evidenciou-se a ativacdo da sirtuina nas células estromais
da medula 6ssea de ratos com maior intensidade de expressdo dos marcadores de osteoblastos
e também do processo de mineralizacdo. DAI et al. (2007) descreveram, em cultura celular,
que pequenas concentracdes de resveratrol induziram uma rapida estimulacéo da proliferacéo
celular, diferenciacdo osteoblastica e a expressdo dos genes osteogénicos, por meio de
mecanismos que envolvem o receptor de estrogénio e proteina quinase ativada por mitdgeno
(MAPKSs). A ativagdo dessas vias poderia, portanto, mediar o efeito do resveratrol sobre
células Osseas. Outras evidéncias correlacionam o tecido ésseo ao cartilaginoso, onde o
resveratrol € um potente mediador anabolico da homeostase da cartilagem do disco
intervertebral bovino (in vitro) e reparador de cartilagens de coelhos p6s-lesdo, revelando um
potencial efeito bioldgico na reducdo da progressao da degeneragdo intervertebral, podendo
ser utilizado no tratamento de patologias dsseas, inibindo a regulacdo de alvos moleculares
que respondem ao estresse oxidativo, proliferacao e apoptose celular (ELMALI et al. 2005; LI
et al., 2008).

Foi atribuido ao resveratrol a prevencdo da inibi¢ao induzida por dioxina da sintese do
colageno tipo 1, osteopontina, sialoproteinas ¢sseas e fosfatase alcalina. O resveratrol
estimula a sintese de osteocalcina e a atividade proliferativa de células 6sseas semelhantes a
osteoblastos (RUCINSKI et al. 2006). MIZUTANI et al. (1998), analisando a acdo do
resveratrol sobre células MC3T3-E1 (linhagem de pré-osteoblastos de ratos, usada como
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modelo do osteoblasto na medula 6ssea em pesquisas in vitro), demonstraram um efeito de
estimulacdo direto na proliferacdo e diferenciacdo de osteoblastos.

Ademais, independente do modo de agédo do resveratrol sobre o metabolismo dsseo,
ha indicacdo na literatura que o uso de resveratrol é capaz de afetad-lo, impedindo o
decréscimo da densidade mineral dssea em ratas ovariectomizadas. (MIZUTANI, IKEDA,
KAWALI, 2000; LIU et al., 2005). Este fato corrobora com nossos resultados de prevencgéo do
resveratrol no tecido 6sso. LIU et al. (2005) observaram que o resveratrol pode aumentar a
densidade mineral Gssea, especialmente nas epifises, inibindo a reducdo de densidade mineral
0ssea em ratas ovariectomizadas. Os resultados indicam que o resveratrol pode prevenir a
perda 6ssea causada pela ovariectomia, sugerindo um papel importante contra a osteoporose.

Outras evidéncias da acdo do resveratrol envolvem vias de ativacdo do fator nuclear
kB (NF-kB). Este fator NF-kB esta inativamente presente em todos os tipos celulares
(citoplasma celular) e é considerado um mediador da resposta inflamatoria e resposta imune
(SHISHODIA, AGGARWAL, 2005). Desta forma, o resveratrol sendo descrito como potente
agente anti-inflamatério e antioxidante (AHMAD, CLEMENT, PERVAIZ, 2003), poderia
atuar suprimindo a ativagdo do NF-kB por meio da reducdo de espécies reativas de oxigénio
(fator cuja acdo aumenta a osteoclastogénese e, consequentemente, a reabsor¢do 0ssea)
(BHAT, KOSMEDER, PEZZUTO, 2001). Outra atuacdo para a reducdo da
osteoclastogénese é sua acdo sobre receptores RANKL (ligante do receptor ativador do
NF- kB) em células precursoras de osteoclastos, diminuindo a ativacdo do NF- kp, fator
essencial para a diferenciacdo dos osteoclastos. (BOISSY et al., 2005). MENG et al.
(2005) estudaram o efeito do resveratrol sobre a ativacdo do fator NF-k( e fatores
inflamatorios. Os resultados obtidos demonstraram que a ativacdo do fator NF-kp esta
presente na resposta inflamatdria e que o resveratrol pode efetivamente inibir a expressao e
ativacdo do fator NF-kp3, atenuando a gravidade da pancreatite aguda através dos seus efeitos
anti-inflamatorios. LEI, LIU, LIU (2008) investigaram os efeitos do resveratrol sobre
interleucinas (em células mesenquimais da medula éssea derivadas de condrocitos) e
evidenciaram que o resveratrol atua como um inibidor do fator NF-kp, indicando um efeito
protetor neste tipo celular via inibicdo de interleucinas, mediado por integrinas. Em adicéo, o
resveratrol apresenta um significativo efeito sobre o processo inflamatorio, reduzindo a
expressdo de citocinas inflamatérias (FREMONT, 2000; BHAT, KOSMEDER, PEZZUTO,
2001; BAUR, SINCLAIR, 2006; DE JESUS SOARES et al., 2007).

Portanto, esses seriam 0s principais mecanismos pelos quais o resveratrol poderia

atuar no tecido 0sseo e prevenir os efeitos prejudiciais do Pb sobre a resisténcia, densidade e


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22de%20Jesus%20Soares%20T%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

102

microarquitetura, resultados encontrados em nosso estudo (figuras 5, 6, 7, 8, 17, 18 e 19 e
tabelas 3, 4, 5, 6, 15, 16, 17 e 18).

Em relacdo ao conteudo de calcio dos fémures e vertebras dos grupos experimentais
(figuras 20 e 21 e tabelas 19 e 20), encontramos reducdo do conteudo de calcio vertebral do
grupo contaminado em relacdo ao grupo controle e hidroxiapatita. Nesta anélise, ndo foi
evidenciada acdo preventiva da hidroxiapatita e do resveratrol.

A interacdo entre Pb e calcio pode ocorrer em varios sitios do organismo, incluindo
mecanismos celulares que regulam o transporte iénico pela membrana (MAHAFFEY, 1974;
LIAO et al 2007). Apos a ingestdo, o chumbo segue as mesmas rotas do célcio. O chumbo se
liga a calbidina no duodeno, sendo que a absor¢cdo do Pb é aumentada pela vitamina D e
também é absorvido por rotas paracelulares, principalmente no ileo (BRONNER, 2002).
MAHAFFEY (1974) afirma que, via sistema gastrointestinal, o chumbo compete com o calcio
para sua absorcdo (passiva e ativa). Essa competicdo esta presente nos 0sSs0S e nas
paratiredides, o que pode induzir efeitos sobre o PTH. A idéia é que o chumbo modifica os
niveis séricos de calcio por meio da alteracdo da secre¢do do PTH. Metabdlitos da vitamina D
atuam sobre o sistema gastrointestinal, renal e 0sseo regulando metabolismo do célcio. O
chumbo ainda, poderia afetar a conversdo de 25-hidroxicolecalciferol em 1,25-
dihidroxicolecalciferol. Juntamente com os danos provocados pelos rins nos tabulos renais e
subsequente reducdo da reabsorcdo de célcio pelos rins, como ja discutido, h& contribuicéo
para as reducdes dos niveis plasmaticos de calcio (MAHAFFEY, 1974; IPCS, 1995; LIN et
al., 2003; YU, LIN, LIN-TAN, 2004; BURBURE et al., 2006). Especificamente relacionado
ao 0sso, 0s metais pesados, como o chumbo, interagem com as células dsseas, podendo afetar
0 metabolismo 6sseo, afetando as fungdes osteoblasticas e osteoclasticas (BRONNER, 2002).
O Pb que entrou nos fluidos corporais deixa 0 mesmo via urina, intestino e incorporacdo ao
tecido 6sseo. SCHANNE, GUPTA, ROSEN (1992) evidenciaram in vitro, com células
osteoclasticas, a interferéncia do chumbo sobre o 1,25-diidroxicolecalciferol, induzindo
aumento da concentracdo de calcio intracelular. HSU et al (1973) observaram corpos de
inclusdo intranucleares contendo chumbo em osteoclastos de porcos contaminados com
chumbo. Os autores sugerem que 0s ostedcitos estdo metabolicamente ativos durante a
ostedlise e respondem a contaminacgdo por Pb. Durante uma exposi¢éo continua, 0s ostedcitos
morrem, a area 0ssea correspondente torna-se necrética e este tecido € reabsorvido por
osteoclastos. O Pb por sua vez contido na area € absorvido pelos osteoclastos e corpos de
inclusdo desenvolvem-se nestas células. Portanto esta possivel interacdo do chumbo com o

PTH e reducdes da reabsorcédo de célcio via sistema renal (por danos do chumbo aos tubulos
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renais) pode explicar as alteragdes dos conteldos de célcio. Além disso, o tipo de 0sso
(cortical e trabecular) correlacionado com a taxa de turnover dssea (como ja discutido) parece
ter papel determinante e influente sobre o controle do contedo de calcio ésseo correlacionado
com a contaminagdo com chumbo.

Ainda envolvendo altera¢cdes hormonais, hé sugestdo na literatura que a exposi¢do ao
chumbo pode afetar a regulagéo e suprimir diversos hormonios no organismo afetado, como o
horménio de crescimento (GH), fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1) e
esterdides sexuais (RONIS et al., 2001). PILLAI, PRIYA, GUPTA (2002) sugerem que a
exposicdo ao chumbo provoca acimulo deste elemento na hipofise e diminui a fluidez da
membrana desta estrutura, afetando sua funcdo e provocando alteragdes da ligacdo de
receptores e dos mecanismos secretores dos horménios da hipdfise. RONIS et al. (1996)
sugerem que os efeitos do crescimento relacionados ao Pb estdo relacionados a um atraso do
desenvolvimento dos padrGes de secre¢do do hormdnio de crescimento hipofiséario especifico
do sexo, e ndo de um defeito do desenvolvimento que persiste ao longo da vida do individuo.
Portanto, os efeitos reprodutivos e sobre o crescimento do chumbo sdo complexos e sexo-
dependente, e parecem estar relacionados a multiplos sitios no eixo hipotalamico-hipofisario-
gonadal.

Em modelos experimentais utilizando ratos, os efeitos da toxicidade do chumbo
envolvem alteracdo dos niveis circulantes de testosterona, variacdes das concentracGes
plasmaticas e hipofisarias de horménio luteinizante (LH), reducdo dos sitios de ligacdo para
LH nos testiculos (SOKOL, BERMAN, 1991; KEMPINAS et al., 1994). O eixo
hipotalamico-hipofisario-gonadal funciona em uma faixa restrita de concentragdes hormonais
para promover as concentragdes circulantes de hormdénios sexuais e fatores de crescimento
necessarios para o crescimento normal, desenvolvimento da fisiologia sexual e manutencédo
do comportamento sexual (RONIS et al., 1996). Mudancas da fluidez da membrana
resultantes da peroxidacdo lipidica podem afetar proteinas de membrana. A correlagdo entre
peroxidacao lipidica, fluidez e funcdo da membrana foi documentada em alguns estudos
(DINIS, ALMEIDA, MADEIRA, 1993; KAPLAN et al., 1995). Diversos estudos
demonstraram que esta correlacdo reduz significativamente a atividade da enzima Na*-K*-
ATPase pos exposicdo ao chumbo devido ao estresse oxidativo e a peroxidacéo lipidica
(THEVENOD, FRIEDMMANN, 1999; JARRAR, MAHAMOUD, 2000; PILLAI, PRIYA,
GUPTA, 2002). Tem sido sugerido que o chumbo atua em dois niveis: hipotalamico-
hipofisario e diretamente nos sitios gonadais para desorganizar a fisiologia reprodutiva e
comportamental (SOKOL, MADDING, SWERDLOFF, 1985; WINDER, 1989; KLEIN et al.,
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1994). Esses sitios de acdo possivelmente envolvem interagdes com sistemas de segundo
mensageiros dependentes de célcio, relacionados com o controle de secrecdo hormonal e
biossintese de esterdides (RONIS et al., 1996).

Nossos resultados gerais podem estar relacionados a uma possivel alteracdo provocada
pela contaminagdo com chumbo em sistemas enddcrinos, provavelmente com este elemento
interagindo com mecanismos hipotaldmicos-hipofisarios-gonadais e prejudicando a
producdo/secrecdo de hormonios esterdides sexuais. De maneira semelhante, mecanismos
similares envolvendo estresse oxidativo, peroxidacdo lipidica e interacBes com sistemas de
segundo mensageiro dependentes de célcio podem afetar o funcionamento celular do tecido
0sse0. POUNDS, LONG, ROSEN (1991) sugerem que o chumbo tem efeitos diretos sobre a
regulacdo local da funcdo celular Gssea via interferéncia com a homeostase de célcio e
sistemas mensageiros secundarios regulados por calcio ou via desorganizacdo de sinais
AMPc. Além disso, é possivel hipotetizar que além da interacdo do sistema enddcrino,
provocando efeitos diretos sobre o tecido 6sseo, 0s mecanismos que provocam estes efeitos
enddcrinos possam ser semelhantes aos que provocam efeitos sobre o tecido 6sseo (via
estresse oxidativo e peroxidacdo lipidica).

Metais pesados, como o chumbo, tém a capacidade de se incorporar e aderir aos
tecidos bioldgicos. No presente estudo, observou-se o aumento da concentracdo de chumbo
(6ssea e plasmatica) no grupo contaminado, sendo imprescindivel a acdo da hidroxiapatita e
do resveratrol para prevenir esse aumento de concentracdo de chumbo no grupo contaminado
(figuras 22 e 23 e tabelas 21 e 22). O aumento da concentracdo evidentemente é associado a
incorporacdo do metal pesado no tecido désseo. Em relagdo a este analise, ressalta-se a
importancia da espectrometria de absorcdo atdbmica como o método de mensuracdo mais
utilizado atualmente para detectar diagndsticos de envenenamento por Pb (GRAZIANO,
1994). Vaérios estudos confirmam a capacidade do chumbo de se incorporar ao tecido dsseo,
tornando este tecido o maior reservatorio deste elemento no organismo (RABINOWITZ,
1991; BERGLUND et al., 2000; WHO, 2001; BRONNER, 2002; LIN et al., 2003; HU et al.
2007). Além disso, 90% do Pb acumulado no organismo estd contido nos 0ssos
(AUFDERHEIDE, WITTMERS, 1992). Ha varias possibilidades de como o chumbo se fixa
ao 0sso. HAN et al. (1997) afirmam que célcio e chumbo competem pelos mesmos sitios de
ligacdo no osso. Em outro estudo, HAN et al. (1999) sugerem que 0Ss mecanismos de
conservacao organica do Pb podem ser similares aos de conservacdo orgénica do elemento
ferro (Fe). BALLATORI (2002) associou os receptores de ferro, transferrina 1 e 2 (TfR1 e

TfR2, respectivamente), presentes em diversos tipos celulares, como passiveis de transporte
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para diversos cations metalicos covalentes, inclusive o chumbo. Em tecidos excitaveis, o Pb 2*
pode entrar nas células via canais sensiveis a voltagem. GUNSHIN et al. (1997) descreveram
o mecanismo de entrada do Fe®" e outros cations divalentes por meio de um transportador
denominado transportador de cation divalente (DCT1 ou DMT1 ou NRAMP2) dependente de
potencial de membrana e acoplamento de prétons. Ademais, o chumbo incorporado as células
dsseas pode ter atingido o meio intracelular, por meio do Transportador de Anion Organico 1
(OAT1) e 3 (OAT3), transportadores cuja funcdo envolve transporte absortivo de varios
metais nas células epiteliais renais, endoteliais e gliais (BALLATORI, 2002; ZALUPS,
AHMAD, 2004). Além disso, esse metal fixa-se em areas de crescimento e mineralizacdo
6ssea (BARRY, 1975; EISENSTEIN, KAWANOUE, 1975; POUNDS, LONG, ROSEN,
1991; HAMILTON, O’FLAHERTY, 1995; GONZALEZ-RIOLA, 1997). E possivel que os
mecanismos de entrada do chumbo nas células 6sseas assemelham-se aos discutidos acima.

Discutindo especificamente o aumento da concentracdo de Pb (Gssea e plasmatica)
encontrado em nosso estudo (figuras 22 e 23 e tabelas 21 e 22), corroborando com nossos
achados, FERGUSON et al. (1998) verificaram aumento da concentracdo de Pb nos fémures
de ratas ap0s ingestdo de solucdo de acetato de Pb preparada para prover 350 ppm de acetato
de Pb (32,1 + 5,0 pg de Pb/g MC). Os resultados indicaram um actumulo deste elemento no
tecido 6sseo dos animais contaminados. LIAO et al. (2008) verificaram, por espectrometria de
absorcdo atbmica, aumento da concentracdo de chumbo em fémures de camundongos
tratados com dose de 0,1% de acetato de chumbo na agua de consumo dos animais por 4
semanas, em relacdo a dos animais controles.

O actimulo de chumbo no tecido 6sseo envolve a toxicocinética deste elemento.
Toxicocinética pode ser definida como a mensuracdo do movimento de substancias toxicas,
como o chumbo, no interior do organismo (RABINOWITZ, 1991). O Pb absorvido pode estar
presente em trés compartimentos separados: sangue, tecidos moles e 0ssos que, no entanto,
interagem entre si. Cada um destes compartimentos apresenta capacidade de ligacdo, de
absorcéo e taxa de turnover proprios (SMITH, MIELKE, HENEGHAN, 2008). FOX (1987),
apos andlise de alguns trabalhos, observou que 0s mesmos traziam variagdes das
concentragfes de Pb em diversos tecidos do organismo exposto ao chumbo, porém o Unico
qgue mantinha grandes concentracdes deste elemento p6s contaminacdo era o tecido 0sseo.
Portanto, 0 aumento da concentracdo de chumbo dsseo e plasmatico com acetato de chumbo
deste estudo confirma claramente o potencial do tecido 6sseo de acumular este elemento e sua
substancial capacidade para ser uma grande fonte endégena de chumbo para os demais tecidos

e compartimentos do organismo. Ademais, demonstrou-se claramente a capacidade quelante
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dos dois tratamentos selecionados, autenticando-0os como potenciais agentes no tratamento de
quadros de contaminagdo com metais pesados.

Desta forma, o Pb pode aderir ao tecido 0sseo, provavelmente por meio da
substituicdo do calcio por este elemento no cristal de hidroxiapatita (Cayg(PO4)s(OH)2),
formando um novo cristal denominado hidroxiapiromorfita [Pbio(PO4)s(OH).]. E € este
mesmo mecanismo (formacao de hidroxipiromorfita via reacdo do chumbo com o fosfato) que
pode evitar que o chumbo se acumule no tecido 6sseo, formando um composto menos
biodisponivel e ndo tdxico para o organismo. E este € o principal suporte a teoria de como a
hidroxiapatita exerce seu mecanismo protetor sobre o tecido 6sseo.

Estudos in vitro demonstram a capacidade de cristais de hidroxiapatita sintéticos de
retirar o chumbo do ambiente (principalmente em solos e agua), via reacdo do chumbo com o
fosfato, formando um composto menos biodisponivel e ndo téxico ao ambiente, a
hidroxipiromorfita (Pb1o(PO4)s(OH)2) (RYAN, et al., 2001; ELLIS et al., 2006; SINGH,
HENDRY, 2006; SRINIVASAN, FERRARIS, WHITE, 2006; JANG et al., 2008;
SMICIKLAS et al., 2008). ZHANG, RYAN, YANG (1998) observaram um decréscimo da
biodisponibilidade do chumbo com formacdo de piromorfita, apds simular certas condi¢des
gastrointestinais de mamiferos. GIAMMAR, XIE, PASTERIS (2008), utilizando nanocristais
de hidroxiapatita de ossos de peixes, conseguiram observar a precipitacdo do chumbo e a
formacdo de piromorfita. No entanto, 2 estudos revelam a interagdo entre chumbo e este
cristal in vivo. PEARSON et al. (2000) analisaram minhocas em solo contaminado com
chumbo e tratadas com fosfatos. O estudo revelou uma reducéo parcial (30%) do acimulo de
chumbo nestes organismos e formacdo de piromorfita. ARNICH et al (2003), realizando
experimentos in vitro, demonstraram a capacidade da hidroxiapatita sintética de reter Pb,
formando piromorfita. Os autores supdem que isto possa ocorrer pela troca do Ca®* pelo Pb?*
na hidroxiapatita, formando piromorfita. Os mesmo autores, realizando estudos in vivo, com
ratos distribuidos em quatro grupos: controle, grupo que recebeu hidroxiapatita, grupo que
recebeu chumbo e grupo que recebeu chumbo e hidroxiapatita, durante 31 dias via gavagem,
verificaram que a hidroxiapatita foi efetiva na imobilizacdo do chumbo produzindo uma
forma insolavel (piromorfita). As concentracGes de Pb em varios 0rgdos testados (sangue,
intestino, figado, rins, bago, encéfalo, ossos) foram reduzidas nos animais tratados com
hidroxiapatita sintética.

H& duas teorias para explicar os mecanismos de conversdo da hidroxiapatita em
piromorfita. O primeiro segue a linha da dissolucao/precipitagdo, onde a apatita pode prover
fosfatos (MA, TRAIANA, LOGAN, 1993; MA et al., 1994a, MA, TRAIANA, LOGAN,
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1994b, MA, LOGAN, TRAIANA, 1995; RUBY et al.,, 1994; LAPERCHE et al., 1996;
LAPERCHE et al., 1997, CHEN et al., 1997; ZHANG, RYAN, YANG, 1998; ZHANG,
RYAN, 1998; ZHANG, RYAN 1999a, ZHANG, RYAN 1999b). A reacdo principal segue a
equacdo: Cayp(PO4)s(OH), + 14 H* — 10Ca** + 6H,PO, + 2H,0 (dissolucdo da
hidroxiapatita) e 10Pb®* + 6H,PO4 + 2H,0 — Pb1o(PO,)s(OH), + 14H" (precipitacdo da
piromorfita). O segundo mecanismo segue a hipotese da troca de ions. O chumbo poderia ser
absorvido primeiro na superficie da particula de apatita e posteriormente por difusdo, haveria
troca de cations, do Ca®" da apatita pelo Pb** (SUZUKI, ISHIGAKI, MIYAKE., 1984;
MIYALKE, ISHIGAKI, SUZUKI, 1986; TAKEUCHI, ARAI, 1990; SHASHKOVA et
al.,.1999; SUGYIAMA et al., 1999). A reacdo seria: Caio(PO4)s(OH), + yPb?* — (Caso.
P (PO,)s(OH), + ,Ca?* (SHASHKOVA et al., 1999). SANDRINE et al. (2007)
apresentaram resultados cinéticos mostrando a entrada de chumbo na hidroxiapatita,
formando o composto piromorfita, exemplificado por meio da formula Cayo-xPbx(PO4)s(OH),.

Estas duas hipdteses explicariam o porqué da efetividade da hidroxiapatita em
prevenir os maleficios do Pb sobre a resisténcia, densidade e microarquitetura 6ssea (figuras
5,6,7,8,17,18 e 19 e tabelas 3, 4, 5, 6, 15, 16, 17 e 18), encontrado em nosso estudo.

Em outra vertente, a interagdo dos metais pesados com grupos sulfidricos, resulta em
alteracdo de atividades enziméticas como, por exemplo, das metaloproteinases de matriz
(MMPs), fundamentais ao processo de remodelamento tecidual (SOUZA, GERLACH, LINE,
2000; VU, WERB, 2000). Estas MMPs sdo uma classe de endopeptidases (enzimas
proteoliticas) dependentes de calcio e/ou zinco responsavel pela manutencdo da matriz
(GEORGE, DWIVEDI, 2004; ORTEGA et al., 2004; COLLINS et al., 2005). A expressdo
dessa classe enzimatica é regulada por fatores de crescimento, citocinas e outras substancias
produzidas durante o remodelamento tecidual (KOSKINEN et al., 2001; STERNLICHT,
WERB, 2001; BERNAL, HARTUNG, KIESSEIER, 2005; PAGE-MCCAW, EWALD,
WERB, 2007; VERNA, HANSCH, 2007). Fisiologicamente, ha baixos niveis circulantes de
MMPs e estas proteinas encontram-se na forma latente. Além disso, no processo de ativacao,
apresentam funcdo de manutengdo do remodelamento fisiologico do tecido (MOTT, WERB,
2004; JONES et al., 2006). Ademais, destacamos o tipo 2 de MMP (MMP-2) que apresenta
um papel fundamental na manutencdo da homeostase do tecido conjuntivo em érgédos que
contém esse tipo de tecido em sua predominancia (CARMELLI et al., 2004), inclusive o tecido
0sseo  (RUNDHAUG, 2005). Portanto, sabendo que o tecido conjuntivo tem papel
fundamental na manutengéo da forca dos tecidos, este fato permite pressupor que MMPs

(principalmente a tipo 2) podem desempenhar papel fundamental no tecido 0sseo, um tecido
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com predominancia conjuntiva em sua fisiologia, visto que ha descricdo fundamentada na
literatura da presenca da atividade de proteases no desenvolvimento 6sseo (ORTEGA,
BEHONICK, WERB, 2004).

Entretanto, pouco se sabe sobre o papel da MMPs no tecido désseo. Baseado em
estudos que envolvem MMPs em diversos tecidos com predominancia conjuntiva (como o
musculo esquelético, tendineo e 6sseo) (KERIF et al., 1999; KJAER, 2004; MARQUETI et
al.,, 2008; TANG et al. 2012), a hipdtese, apesar de ndo estabelecida, € que apods a
contaminacdo com metais pesados, como o chumbo, as células osteoprogenitoras séo ativadas
e expressam as MMPs. Isso permite o desencadeamento de uma série de eventos relacionados
a regeneracdo tecidual, provavelmente devido a degradacdo de coldgeno do tecido Gsseo
(NAGASE, WOESSNER, 1999). Isso explicaria 0 aumento da atividade de MMP-2 (que em
sua isoforma ativa, regula a atividade da MEC, promovendo papel fundamental na
manutencdo do tecido conjuntivo) no grupo contaminado com chumbo e o efeito protetor da
hidroxiapatita e do resveratrol (figuras 24, 25 26 e 27 e tabelas 23 e 24), que sdo capazes de
inibir o aumento da atividade de MMP-2 como evidenciados nos grupos que receberam estes
tipos de tratamentos. Nao obstante, o aumento da atividade de MMP-2 pode representar
positividade (em carater bioldgico), pois estd associado a regeneracdo do tecido 6sseo,
tornando-se um importante mecanismo de adaptacdo fisiologica e explicando os resultados
encontrados neste estudo.

Algumas evidéncias apontam a interacdo entre este grupo enzimatico de
metaloproteinases e o tecido désseo. HE et al. (2013) afirmam que osteoclastos produzem
MMP-9, sendo esta enzima degradadora de coldgeno. Os mesmos autores sugerem que a
MMP-9 desempenha um papel importante na degradagdo da matriz extracelular e esta
associada ao processo de remodelamento do tecido. Uma vez que a MMP-9 é altamente
expressa em osteoclastos, esta enzima torna-se uma candidata viavel para regular parte das
funcbes de remodelamento do tecido. Outros autores corroboram com o fato que as MMPs
(tipo 2 e 9) participam efetivamente da reabsor¢do o0ssea (HILL et al., 1994; BRECKON et
al., 1995). COLLINS et al., 2005, evidenciaram participacdo de metaloproteinases (inclusive
tipo 2) na degradacdo de matriz de tecido conjuntivo em suturas cranianas de ratos. MOSIG,
MARTIGNETTI (2013) confirmam em seu estudo que a desregulacdo da atividade
proteolitica de MMPs-2 medeiam defeitos no tecido 6sseo e da atividade celular (inibicdo da
proliferacdo osteoblastica). Ademais, este estudo confirmou a regulagdo direta de proteinas
Osseas (osteopontina e sialoproteinas) pelas MMPs-2, proteinas fundamentais para o processo

de mineralizagdo Ossea (via regulagdo da atividade celular Ossea de osteolastos e
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osteoclastos). Esta hipotese de comprometimento da regulagdo protéica, interferindo
diretamente na funcdo celular, explicaria nossos achados de redugdes da resisténcia dssea
(figuras 5, 6, 7 e 8 e tabelas 3, 4, 5 e 6), de densidade do 0sso e comprometimento da
microarquitetura 6ssea (figuras 17, 18 e 19 e tabelas 15, 16, 17 e 18).

Reforcando esta teoria, TANG et al. (2012) discutiram a importancia da manutengéo
da qualidade da matriz cortical dssea efetuada pela MMP-13. Os resultados do estudo
mostram que a perda da MMP-13 reduz a resisténcia a fratura de 0ssos longos, independente
de mudancas do metabolismo 6sseo mediadas pela formacao (osteoblastos) e rebsor¢do dssea
(osteclastos). Isso demonstra o papel fundamental das MMPs na manutencéo da qualidade do
tecido 6sseo, corroborando com todos 0s nossos resultados relacionados a qualidade do tecido
0sseo0.

Ainda é possivel, em alguns estudos, evidenciar a interagdo do Pb com
metaloproteinases e a funcdo celular. BARBOSA, GERLACH, TANUS-SANTOS (2006)
mostraram correlagdo positiva entre contaminagdo com Pb e aumento da atividade de MMPs-
9 no plasma de ratos contaminados. LAHAT et al. (2002) evidenciaram a interacdo do Pb com
citocinas pro-inflamatérias e fatores de necrose tumorais. Esta interacdo mediada pela
atividade de MMPs-9 levaram a alteragdes celulares com o aumento da apoptose celular.

ORTEGA et al. (2003) e ORTEGA, BEHONICK, WERB (2004), em estudos de
revisdo, mostram evidéncias da funcdo de remodelamento de MMPs no processo de
ossificacdo endocondral (como mediar o recrutamento, comunicacdo e comportamento de
diferentes tipos celulares ao longo deste processo). O desenvolvimento 6sseo prejudicado de
camundongos com deficiéncia em um ou varios tipos de MMPs (ossos longos), como
argumentado neste estudo, permite uma melhor compreensao da funcdo molecular da protease
durante a formacao do 0sso e demonstra uma explicacdo plausivel para nosso achados 6sseos
que evidenciaram uma reducdo de desenvolvimento de o0ssos longos (figuras 11 e 12 e tabela
9 e 10). O efeito protetor da hidroxiapatita e do resveratrol poderia atuar diretamente na
atividade proteolitica desta classe enzimatica de metaloproteinases.

Em suma, nds revisamos os intrinsecos e complexos mecanismos que podem envolver
a contaminacdo com chumbo, nos mais variados sistemas orgénicos. O principal foco do
estudo foi discutir os principais meios de intera¢do entre o chumbo, o tecido 6sseo e os efeitos
de duas propostas de tratamento (hidroxiapatita e resveratrol). Desta forma, 0s mecanismos
apontados na discussdo deste estudo, demonstram fortes evidéncias da potencialidade do
chumbo em prejudicar a qualidade do tecido 6sseo, via interacdo com células dsseas e outros

sistemas. Sugerimos que diversos mecanismos moleculares, celulares e estruturais podem ser
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direta e indiretamente comprometidos pelo efeito da contaminagdo com a chumbo, afetando a
qualidade do tecido 6sseo. E, verificamos a capacidade dos dois tratamentos em prevenir 0s
efeitos adversos no tecido dsseo a contaminacdo com chumbo, seja por inibicdo de processos
relacionados ao estresse oxidativo que estdo associados ao resveratrol, seja pelos mecanismos
de substituicdo idnica do célcio da hidroxiapatita pelo ion chumbo, provando a potencial
eficacia do resveratrol e da hidroxiapatita, como fontes potenciais de tratamento para quadros

de contaminag6es com chumbo.
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6 CONCLUSOES

As analises da contaminacdo com 250 mg/kg MC de acetato de chumbo e o tratamento

com 100 mg/kg MC de hidroxipatita e 0,7 mg/kg MC de resveratrol respectivamente,

permitiram observar que:

O tratamento com 250 mg/kg MC de acetato de chumbo foi efetivo em promover a
incorporacdo e aumento da concentracdo desse metal no tecido 6sseo para as duas
doses propostas.

N&o houve alteracdo da massa corporal dos animais dos diferentes grupos
experimentais;

Reducdo dos parametros biomecanicos 6sseos (carga maxima, rigidez) de fémures e
das quintas vértebras lombares do grupo experimental contaminado que foi prevenido
pelos tratamentos com hidroxiapatita ou resveratrol nas doses propostas;

Reducdo dos parametros biométricos 6sseos (comprimento, didmetro maior e menor)
de fémures (sem reducbes em vértebras) que foi prevenido pelos tratamentos com
hidroxiapatita ou resveratrol nas doses propostas;

N&o houve alteracBes dos parametros biofisicos 6sseos (fémures e vértebras);
Reducdo do numero e espessura trabecular com aumento de espacgo entre trabéculas
(pardmetros microtomograficos 6sseos) das quintas vértebras lombares do grupo
contaminado em relagdo aos outros grupos experimentais. Houve prevencdo da
resposta dos parametros microtomogréaficos pelos tratamentos com hidroxiapatita ou
resveratrol nas doses propostas;

Reducdo da densidade radiografica das quartas vértebras lombares do grupo animal
contaminado com 250 mg de acetato de chumbo/kg MC.

Reducdo do contetdo de célcio das quintas vértebras lombares do grupo animal
contaminado com 250 mg de acetato de chumbo/kg MC,;

Aumento das concentracdes de Pb (fémures e plasma sanguineo) do grupo animal
contaminado com 250 mg de acetato de chumbo/kg MC, que foram reduzidas pelos
tratamentos com hidroxiapatita ou resveratrol nas doses propostas;

Aumento da atividade proteolitica de metaloproteinases tipo 2 do extrato de tecido
0sseo do grupo animal contaminado com 250 mg de acetato de chumbo/kg MC, que

foi reduzida pelos tratamentos com hidroxiapatita ou resveratrol nas doses propostas.
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Em suma, a contaminagdo com acetato de chumbo na dose proposta (250 mg/kg MC)
durante 8 semanas, provocou incorporagao e aumento da concentragdo de chumbo nos 0ssos
dos animais tratados, ndo provocando alteracdo da massa corporal dos ratos, pois ndo houve
alteracdo da massa dos animais contaminados. Entretanto houve uma reducdo do
desenvolvimento ésseo de fémures dos animais contaminados, pois houve alteracdo dos
parametros biométricos (comprimento, didmetro maior e menor da diafise femoral). Houve
ainda, reducdo da densidade radiografica 6ssea de vértebras, que pode ter contribuido para a
alteracdo dos parametros biomecanicos (fémures e vértebras): carga maxima e rigidez (por
meio de mecanismos enddcrinos e estruturais) e que estdo diretamente relacionados ao
comprometimento da microarquitetura Ossea evidenciada por meio dos pardmetros
microtomograficos. Isto demonstra claramente que esta reducdo da resisténcia d6ssea, da
densidade 6ssea e do contingente trabecular, caracteriza um quadro osteopénico para 0s
animais contaminados. Ademais, as alteracGes de céalcio 6sseo reforcam a hipdtese de
mecanismos enddcrinos envolvidos com a contamina¢do com chumbo e alteracdes do tecido
0sseo. Ainda, o aumento da atividade proteolitica de metaloproteinases tipo 2 do extrato de
tecido dsseo do grupo animal contaminado indica o envolvimento de alteracbes moleculares
nas alteragdes 6sseas causadas por chumbo.

As alteracBes Osseas provocadas pela contaminacdo com 250 mg de acetato de
chumbo/kg MC foram prevenidas pelos tratamentos com 100 mg/kg MC de hidroxipatita ou
0,7 mg/kg MC de resveratrol, evitando portanto, os efeitos deletérios da contaminagdo com
chumbo na dose proposta. Desta forma, os resultados apontam a hidroxiapatita e o resveratrol
como potenciais agentes no tratamento da contaminagdo com chumbo, evitando os prejuizos a

qualidade do tecido 6sseo provocadas por este elemento.
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Protocolo CEEA n° 054/2009

Aprovo ad referendum da Comisséo de Etica em Experimentago

Animal da Universidade Federal de Sdo Carlos — CEEA/UFSCar, o projeto pesquisa
- “AVALIACAO DOS EFEITOS DA HIDROXIAPATITA E DO RESVERATROL
SOBRE O TECIDO OSSEO DE RATOS CONTAMINADOS COM ACETATO
DE CHUMBO?”, elaborado por Keico Okino Nonaka e Fabio Alexandre Casarin

Pastor.
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