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RESUMO

O chumbo, um metal ndo-essencial e altamente toxico, ¢ liberado no ambiente por diversas
vias, principalmente através da atividade industrial e mineragdo. Estudos recentes sugerem
que o acetato de chumbo causa reducdo da resisténcia dssea em ratos. Uma grande variedade
de quelantes tem sido usada como possiveis agentes protetores contra a toxicidade provocada
pelo acetato de chumbo. Etilenodiaminotetraacetato Calcico Dissodico (EDTA) é o agente
quelante mais usado no tratamento do envenenamento por chumbo. A terapia quelante com
EDTA pode induzir redistribui¢do do chumbo endogeno e sua deposicdo em Orgdos criticos,
tal como o cérebro. Entretanto, ¢ questionada a seguranca do uso deste composto no
tratamento do envenamento com chumbo. A falta de seguranga e eficadcia demonstrada pelos
quelantes convencionais tem encorajado pesquisas por novas maneiras de remover metais
toxicos do organismo. Recentemente, uma suplementagdo com Extrato de Chlorella vulgaris
(CV) mostrou aliviar a toxicidade de metais toxicos em ratos. O objetivo deste estudo foi
avaliar a possivel influéncia protetora da suplementacdo com Chlorella e Na,EDTA sobre as
propriedades fisicas e biomecanicas dsseas de ratos expostos ao acetato de chumbo. Para este
proposito, ratos Wistar foram distribuidos em oito grupos (=8): Controle (0,9% salina 0,1
ml/100g massa corporal - MC), EDTA (150 mg/Kg MC), CV 50 (50 mg/Kg MC), CV 250
(250 mg/Kg MC), Pb (250 mg/Kg MC), Pb (250 mg/Kg MC) mais EDTA (150 mg/Kg MC),
Pb (250 mg/Kg MC) mais CV 50 (50 mg/Kg MC) e Pb (250 mg/Kg MC) mais CV 250 (250
mg/Kg MC). O tratamento foi realizado uma vez por semana, durante 8 semanas por gavagem
gastrica. Volume Osseo, densidade mineral 6ssea (DMO) e densidade 6ssea (DO) e
propriedades biomecanicas (for¢a méxima, rigidez e resiliéncia) da diafise femoral e das
quintas vértebras lombares foram examinados. As propriedades biomecanicas dos fémures
foram obtidas pelo teste de flexdo a trés pontos e das vértebras pelo teste de compressao,

usando uma maquina universal Instron 4444. A atividade de MMP-2 éssea foi mensurada por



zimografia de gelatina. Foram também realizadas as analises das concentragdes de Pb e Zn no
sangue, figado, rim, cérebro e ossos e das concentragdes de Ca e Mg nos fémures e vértebras
determinadas por Espectometria de Emissao Atdmica. A exposi¢do ao Pb, na dose de 250
mg/Kg MC causou redugdo significativa da for¢a maxima, rigidez e resiliéncia dos fémures,
indicando a habilidade deste elemento em prejudicar a qualidade do tecido dsseo. Nas
vértebras, a exposi¢do ao chumbo causou redu¢do da densidade mineral dssea. O tratamento
com Chlorella vulgaris (50 mg/kg MC e 250 mg/Kg MC) ou EDTA (150 mg/Kg MC) durante
exposicdo ao chumbo, preveniu o enfraquecimento da resisténcia 6ssea dos fémures. Na
vértebra, o tratamento com Chlorella vulgaris (50 mg/kg MC e 250 mg/Kg MC) ou EDTA
(150 mg/Kg MC) preveniu a reducao da densidade mineral 6ssea. A atividade da MMP-2 pro,
intermediaria e ativa aumentaram nos ossos de animais expostos ao chumbo quando
comparada ao controle. A administragdo de CV 50 aos animais expostos a este metal reduziu a
atividade da MMP-2 nas suas isoformas pro, intermedidria e ativa a niveis comparados ao
controle. A exposi¢do ao chumbo resulta em aumento da concentragcdo de chumbo sanguinea e
sua acumulacdo no figado, rim, cérebro e ossos. O tratamento com CV ou EDTA reduziu as
concentragdes sanguineas de chumbo, levando a redugdo da concentragdo de chumbo nos
diversos orgdos estudados (figado, rim, cérebro e o0ssos). Os resultados indicam que o
tratamento com Chlorella vulgaris e EDTA durante a exposi¢ao ao chumbo pode ser benéfico

ao osso de individuos expostos cronicamente ao acetato de chumbo.

Palavras-chave: Acetato de chumbo, Exposi¢do cronica, Chlorella vulgaris, EDTA,

Propriedades Biomecanicas Osseas, MMP-2.



ABSTRACT

Lead acetate (Pb) is a nonessential and highly toxic heavy metal which is released to the
environment by several routes, mainly by industrial and mining activities. Recent studies have
suggested that lead caused a decrease in femur strength of adult rats. A wide range of
chelating has been evaluated as possible protective agents against lead acetate toxicity.
Dissodium ethylenediaminetetraacetate (Na,EDTA) is the chelating agent most widely used in
the treatment of Pb poisoning. The chelating therapy with EDTA might induce Pb
mobilization from inert deposition organs toward such critical tissues as the brain. But, it is
questioned the safety of the use of this compound in the management of Pb poisoning. The
lack of safety and efficacy demonstrated by conventional chelating has encouraged the search
for new ways to remove heavy metals from the body. Recently, a supplementation of
Chlorella vulgaris extract (CV) was shown to alleviate the heavy metals toxicity in rats. The
aim of this study was to evaluate possible protective influence of Chlorella and Na,EDTA
supplementation on bone physical and biomechanical properties of rats exposed to lead
acetate. For this purpose, male Wistar rats were distributed into eight groups (n=8): Control
(0.9% saline 0.1 ml/100g body weight- BW), EDTA (150 mg/Kg BW), CV 50 (50 mg/Kg
BW), CV 250 (250 mg/Kg BW), Pb (250 mg/Kg BW), Pb (250 mg/Kg BW) plus EDTA (150
mg/Kg BW), Pb (250 mg/Kg BW) plus CV 50 (50 mg/Kg BW) and Pb (250 mg/Kg BW)
plus CV 250 (250 mg/Kg BW). The treatment was done once a week, for 8 weeks by gastric
gavage. Bone volume, bone mineral density (BMD) and biomechanical properties (maximum
load, resilience and stiffness) of the femoral diaphysis and 5th lumbar vertebra were
examined. The biomechanical properties of femurs were obtained by the three-points bending
test and compression test for vertebrae, using a universal test machine Instron, model 4444.
Bone MMP-2 activitie was measured by gelatin zymography. Concentrations of lead and zinc

in whole blood and lead, zinc, calcium and magnesium in the left femur and 4th lumbar



vertebra were determined by ICP-MS (Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry).
Exposure to 250 mg/kg BW of Pb caused significant reduction of maximum load, stiffness
and resilience indicating the ability of this element to damage the quality of bone tissue. In the
Sth lumbar vertebrae, exposure to Pb caused significant reduction of bone mineral density.
The treatment with Chlorella vulgaris (50 mg/kg BW and 250 mg/Kg BW) and EDTA (150
mg/Kg BW) during Pb exposure prevented the weakening of the bone strength. In the Sth
lumbar vertebrae, the CV and EDTA prevented the reduction of bone mineral density due to
Pb. The pro, intermediate and active MMP-2 activity in bone of animals exposed to lead
showed a significant increase compared to control. The CV 50 administration in animals
exposed to lead reduced the activity of MMP-2 isoforms in their pro, intermediate and active
levels compared to control group. The exposure to Pb resulted in an increase of the blood
concentration of this heavy metal and its accumulation in the liver, kidney, brain and bone
concentration. The CV and EDTA reduced blood lead concentrations, leading to reduction of
lead concentration in liver, kidney, brain and bone. These findings seem to indicate that
treatment with Chlorella vulgaris and EDTA during exposure to Pb may be beneficial for the

skeleton of subjects chronically exposed to Pb.

Keywords: Lead acetate, Chronic exposure, Chlorella vulgaris, EDTA, Bone biomechanical

properties, MMP-2.
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1 INTRODUCAO

1.1 Chumbo

O chumbo (Pb) ¢ um metal ndo-essencial de ocorréncia natural na crosta terrestre,
sendo a maior fonte natural, erup¢des vulcanicas e o desgaste geoquimico (COWI, 2003;
WIWANITKIT, SUWANSAKSRI, 2006). Entretanto, ¢ raramente encontrado naturalmente
como metal e usualmente encontra-se combinado com dois ou mais elementos para formar
compostos de chumbo (ATSDR, 2007). Entre os compostos de chumbo, o acetato de chumbo
¢ uma forma organica que consiste em um pod branco e inodoro, com solubilidade de
60g/100mL em agua a 25 °C e que apresenta uma maior taxa de absor¢do via sistema
gastrointestinal quando comparado a outros sais e compostos inorganicos de chumbo
(CETESB, 2001; SMITH, MIELKE, HENEGHAN, 2008).

O chumbo pode ser encontrado em todo o ambiente (QIAN, TIFFANY-
CASTIGLIONI, 2003, BURBURE et al. 2006; ATSDR, 2007). Esta ampla distribuicao
ambiental é principalmente antropogénica, oriunda da queima de combustiveis fosseis,
mineragdo e fabricagdes industriais diversas como aditivos de tintas para cabelos e reciclagem
de baterias elétricas (CELIK, OGENLER, COMELEKOGLU, 2005; ATSDR, 2007). Nos
ultimos anos, diversas a¢des tem sido usadas na tentativa de reduzir a exposi¢ao a esse metal,
como a proibi¢do da adi¢do do Pb a gasolina durante a década de 1980, e reducdo da
quantidade de chumbo acrescida a determinados produtos como tintas. Ainda assim,

exposi¢cdes ocupacionais e ambientas permanecem como um sério problema em muitos
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paises desenvolvidos e em desenvolvimento (ATSDR, 2007; PAOLIELLO, De CAPITANI,
2007).

Em criancas, o limite de tolerancia bioldgica estabelecido pelo Centro de Controle e
Prevengdo de Doencas ¢ 10 ug Pb/dL de sangue (CDC, 1991;CDC, 1997), mas dados recentes
indicam que pode haver alteragdes bioquimicas e do desenvolvimento neuroldgico abaixo
desse valor (JARUP, 2003; CANFIELD et al., 2003). A Organizagdo Mundial de Saude
observou que, em 2000 aproximadamente 10% das criangas tiveram concentragdes de chumbo
de 20 pg/dL ou superior e que 99% dessas criangas viviam em paises em desenvolvimento,
como o Brasil (FEWTRELL, HAULFMAN, PRUSS-USTUN, 2003; ATSDR, 2007). Na
industria, os principais setores de utilizagdo do chumbo sdo a fabricacdo e reforma de baterias
chumbo-acidas, pigmentos em tintas, tinturas, esmaltes cerdmicos ¢ a calafetagem
(VOGIATZIS, LOUMBOURDIS, 2001; WHO 2001; WAKEFIELD, 2002; BARBOSA et al.,
2005; WIWANITKIT, SUWANSAKSRI, 2006; ATSDR, 2007). Em um estudo com pintores
e trabalhadores atuando na fabricacdo e reciclagem de baterias, Conterato et al. (2011),
encontraram concentragdes sanguineas de 5,4 + 0,4 pg/dL entre os pintores e 49,8 + 4,0
ug/dL entre os trabalhadores na fabricagdo e reciclagem de baterias. Nesses trabalhadores foi
constatada correlagdo entre a concentragdo sanguinea de chumbo e alteragcdes dos pardmetros
de estresse oxidativo, incluindo aumento da peroxidagao lipidica e alteragdes da atividade da
glutationa-S-transferase (GST) sanguinea.

Em um estudo conduzido por BARBOSA et al. (2009), em uma populagao ribeirinha
da Amazbénia que se alimentava com farinha de mandioca contaminada com o chumbo
(CARNEIRO, EVANGELISTA, BARBOSA, 2013), os autores relataram que esses residentes
apresentavam elevadas concentragcdes de chumbo sanguinea, 57% dos participantes tinha
niveis sanguineos iguais ou maiores que 10 pg/dL, enquanto 19% apresentavam

concentragdes acima de 20 ug/dL. Essas concentragdes tem sido associadas a reducdo do
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aprendizado em criancas (BELLINGER et al., 1992; TELLES-ROJO et al., 2006) ¢ a
problemas cardiovasculares em adultos (NAVAS-ACIEN et al., 2004; PARK et al., 2006;

MURATA et al., 2009).

1.1.1  Aspectos toxicocinéticos do chumbo

1.1.1.1 Absor¢ao

O chumbo existente no ambiente natural e ocupacional pode ser introduzido no
organismo por meio da inalagdo (ar atmosférico), ingestdo (contaminagdo da agua, alimentos e
solo) ou por via cutinea (compostos organicos do chumbo) (CELIK, OGENLER,
COMELEKOGLU, 2005).

Sua absor¢ao nao dependera apenas de sua concentragao e tempo de exposi¢do, mas,
também, de fatores relacionados as propriedades fisico-quimicas dos compostos, isto ¢, forma
inorganica ou organica. Além disso, o seu grau de toxicidade pode ser influenciado por outros
fatores, como sexo, idade, estado fisioldgico, condi¢do nutricional e genética (IPCS, 1995).

Na forma organica, a absor¢do ocorre de forma eficaz mesmo na pele integra, e no
trato gastrointestinal (TGI) em um individuo adulto normal é de 5 a 10 % (LARINI, 1987). A
absor¢do pelo TGI em criangas ¢ bem maior, de 40 a 50%; a absor¢do pelo TGI pode ser
alterada pela presenga de calcio (Ca), ferro (Fe) e fosforo (P) na alimentagdo, por competicao
direta com o Pb e pelo armazenamento nos ossos (FULLMER, 1991; KLAASSEN, 1998;

JAMIESON, TAYLOR, WEILER, 2006). Isto ocorre porque a absor¢do de chumbo na dieta
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ocorre através de processos similares a absor¢io de metais essencias como Fe’™ e outros
cations divalentes (Fe, Zn, Mn, Co, Cd, Cu, Ni, Ca e Pb). Na superficie luminal do intestino o
principal transportador responsavel pela absor¢do desses metais ¢ o transportador de cation
divalente 1 (DMT1) (GUNSHIN et al., BRESSLER et al., 2004). Entretanto, o mecanismo
predominante de transporte de ferro do plasma para dentro dos hapatdcitos e outros tipos
celulares ocorre através dos receptores de ferro, transferrina 1 e 2 (TfR1 e TfR2)
(BALLATORI, 2002, BRIDGES, ZALUPS, 2005). Além de TfR1 e TfR2, lactoferrina,
melanotransferrina e receptores de ferritina também contribuem para a absor¢do de ferro

(JOSHI, SCZEKAN, FLEMING, 1989; ROY, ANDREWS, 2001).

1.1.1.2 Distribui¢ao

Uma vez absorvido, o chumbo se distribui entre o sangue, tecidos moles (rins,
medula Ossea, figado e cérebro) e os tecidos mineralizados (ossos e dentes) (ATSDR,2007).
No sangue, cerca de 95% do metal encontra-se associado aos eritrocitos, seja na superficie
externa da membrana ou no meio intracelular ligado a proteinas, como o dacido o-
aminolevulinico (ALAD) e a hemoglobina (SIMMONS, 1995). Os demais 5% de chumbo
podem ser encontrados no plasma, de forma livre ou associado a albumina, a y-globulina e a
outros compostos de baixo peso molecular contendo grupos sulfidrilicos (SH) (cisteina,
hemocisteina e cisteamina), constituindo uma fracdo potencialmente tdxica do metal, que ¢é
capaz de alcancar os diversos tecidos (ALMODHEFER; BRADBURY; SIMMONS, 1991).

O chumbo ¢ redistruido de acordo com sua afinidade pelos tecidos. A afinidade entre chumbo

e 0sso se deve a similaridade de valéncia com a do calcio. Em casos de exposi¢do cronica,



26

cerca de 90% (adultos) e 70% (criancas) da carga corpdrea de chumbo acumula-se nos ossos,
onde sua meia vida ¢ em torno de 20 a 30 anos. A distribui¢do de chumbo nos ossos,
entretanto, ndo ¢ homogénea e depende do tipo de osso (cortical ou trabecular). O acumulo de
chumbo na infancia vai ocorrer predominantemene em osso trabecular, ¢ na vida adulta, tanto
no osso cortical como trabecular. No entanto, o osso cortical pode ser um melhor indicador de
exposicdo cronica do que o osso trabecular, devido as diferentes intensidades de
vascularizagdo nesse tipo de osso (GUIMARAES et al., 2012).

Alguns modelos tedricos tem sidos propostos para distribuicdo do chumbo no
organismo. Um desses ¢ o modelo classico de RABINOWITS (1976), baseado em estudos
cinéticos com isdtopos estaveis de chumbo (Pb,O4), que propde um modelo
tricompartimental. No primeiro compartimento, contendo cerca de 4% da carga corporea total
de chumbo, ha um répido fluxo entre sangue, fluidos bioldgicos e tecidos moles com meia-
vida de aproximadamente 36 dias. No segundo, onde o chumbo apresenta meia-vida de 40
dias a um ano, ocorre um intercambio mais lento entre tecidos moles e ossos. O terceiro ¢
formado somente pelo tecido 6sseo, onde o tempo de permanéncia do metal pode ser de anos a

décadas.

1.1.1.3 Biotransformacao e Eliminagao

No organismo, o chumbo ndo ¢ metabolizado, e sim, complexado a macromoléculas.
Sua elimina¢do ocorre principalmente pela via renal, através dos processos de filtragdo
glomerular e reabsor¢do tubular. O chumbo pode ser excretado também pela via biliar,

possivelmente complexado a glutationa (SKERFVING et al., 1993; YUN et al., 2011).
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1.1.2  Aspectos toxicodinamicos do chumbo

O chumbo ¢ capaz de estimular o estresse oxidativo por duas vias diferentes que
operam simultaneamente: 1) geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROS), como o
superoxido de oxigénio (O-), peroxido de hidrogénio (H,O;) e radical hidroxil (OH); e 2)
esgotando as reservas antioxidantes (FLORA et al., 2002). 2) inativando a glutationa pela
ligacdo ao grupo sulfidrila e outras enzimas como d-aminolevulinato-deidratase (ALAD),
glutationa redutase (GR), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa-S-transferase (GST), no
qual deprime ainda mais os niveis de glutationa (AHAMED, SIDIQUI, 2007). Outras enzimas
que também sdo inativadas sdo a superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) (FLORA,
MITAL, MEHTA, 2008).

A produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) inicia uma reacdo em cadeia
que resulta em peroxidagdo lipidica, pertubagcdo da membrana celular, oxidagao de proteinas e
oxidagdo de acidos nucléicos (RNA e DNA) culminando no processo de apoptose (GURER,
ERCAL, 2000; LIN et al, 2003; YU, LIN, LIN-TAN, 2004, EL-ASHMAWY et al., 2006).

Além da ligagdo do chumbo aos grupos sulfidrilas, o chumbo pode também
substituir o ion zinco que serve como co-fator de varias enzimas. Essa substitui¢cdo resulta em
alteracdo da atividade enzimdtica como, por exemplo, das metaloproteinases de matriz,
fundamentais para o processo de remodelamento tecidual (SOUZA, GERLACH, LINE, 2000;
VU, WERB, 2000). A intoxicagdo dos animais com Pb também esta associada ao
metabolismo de calcio (COWI, 2003), sendo que as proteinas ligantes de calcio apresentam
grande afinidade por chumbo, que consequentemente, permite assumir a competicao entre os

sitios ativos de ligacdo de calcio (MAHAFFEY, 1974; FULLMER, 1991; HAN et al., 1997;
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HAN et al., 2000). Em muitos casos a fun¢do da proteina ¢ inibida com a ligagdo do chumbo
ocorrendo em um sitio ativo ou causando mudangas da estrutura quartendria da proteina.
Entretanto, para algumas proteinas como as calmodulinas, a substituicdo do chumbo causa
uma ativacao inicial seguida por inibigdo em resposta ao aumento da concentragao de chumbo
(BROUTON et al., 2001; KIRBERGER, YANG, 2008). Outras proteinas que tem a fungao
afetada pela substituicdo de calcio pelo chumbo sdo as proteinas quinases e a troponina
(HABERMANN, CROSWELL, JANICKI, 1983; KIRBERGER, YANG, 2008). Outras
proteinas como as metalotioneinas tem aumento de sua expressdo na presenga de chumbo,
como forma de proteger o tecido de danos induzidos por metais toxicos (BEATTIE et al.,
2005).

O chumbo pode se acumular em quase todos os tecidos e sem nenhum papel
bioldgico (ATSDR, 2007; MUDIPALLI, 2007; LIAO et al, 2008). Desta forma, a intoxicacao
com Pb pode provocar efeitos mutagénicos, carcinogénicos, citotoxicos e genotoxicos (IPCS,
1995; CELIK, OGENLER, COMELEKOGLU, 2005). Os efeitos podem variar desde a
inibi¢do de determinadas enzimas (mudangas bioquimicas subitas), inibi¢cao da divisdo celular,
as alteracdes morfoldgicas e morte (MESTEK et al., 1998; EL-ASHMAWY et al., 2006).

Entre os efeitos toxicos do Pb, varios autores relataram efeitos sobre o sistema
nervoso central (SNC) (UNGVARY, MORVAI, SZAKMARY, 2002; QIAN, TIFFANY-
CASTIGLIONI, 2003; CHEN et al., 2005; FAZAKAS et al., 2005; DOREA, DONANGELO,
2006). Os principais danos a este sistema incluem retardo do aprendizado com redugdo do
coeficiente de inteligéncia (QI) em criangas. Esse metal em concentracdes elevadas pode levar
a dano cerebral permanente ¢ at¢ a morte (CANFIELD et al., 2003; BAGCHI, PREUSS,
2005; CHEN et al., 2005; BURBURE et al., 2006; DOREA, DONAGELO, 2006). Associa-se
este elemento a encefalopatias, com redugao da fungdo nervosa periférica e da condugao das

fibras nervosas mielinizadas (BLEECKER et al., 2005). GORELL et al. (1999) associaram a
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exposicao ao chumbo com o risco de desenvolvimento da doenca de Parkinson. WEISSKOP
et al., 2007, relacionaram a intoxica¢dao do chumbo a doenga de Alzheimer.

A exposicdo ao chumbo também esta associada a complica¢des cardiovasculares e
subseqlientemente, o surgimento de hipertensdo arterial sistémica (HAS) (BAGCHI,
PREUSS, 2005; MARTIN et al., 2006; PARK et al., 2006). No sistema hematopoiético, o Pb
afeta a formacao de eritrécitos e prejudica a sintese da heme e da globina, o que pode acarretar
anemia ao organismo contaminado (FOX, 1987; REISS, HALM, 2007). O chumbo pode
afetar a sintese heme de maneira dose dependente por “downregulation” das 3 enzimas
essenciais envolvidas na sua sintese: acido od-aminolevulinato-deidratase (ALAD), 5-
aminolevulinato sintetase (ALAS) e ferroquelatase (PIOMELLI, 2000). Esse metal pode inibir
as trés enzimas, mas seu efeito mais pronunciado se da sobre a ALAD e seu grau de inibicao
tem sido usado clinicamente para detectar o grau de envenenamento por chumbo. Embora a
inibi¢do dessa enzima ja ocorra com concentragdes sanguineas de 10-20 ug/dL, a biossintese
da heme ndo diminui até a ALAD estar inibida de 80-90%, o qual ocorre com concentragdes
sanguineas acima de 55 pg/dL. (AHAMED et al., 2005).

Entre os tecidos moles, o rim e o figado apresentam maiores concentracdes de
chumbo, pois esses 6rgaos participam da desintoxicagcdo e metabolismo de substancias toxicas
no organismo (GUIMARAES et al., 2012). A exposi¢io ao chumbo pode causar no tecido
renal, disfun¢do tubular proximal e nefropatogia irreversivel dependendo do regime de
exposicao (YU, LIN, LIN-TAN, 2004; BURBURE et al., 2006, GRANT, 2008; RASTOGTI,
2008; BERRAHAL et al., 2011).

No figado, lesdes morfoldgicas foram observadas em ratos expostos a baixas doses
de chumbo (ADEYEMI et al., 2009), confirmando a hepatotoxicidade do chumbo relatada por
outros autores (ASSIS et al., 2005; SMITH, MIELKE, HENEGHAN, 2008). Outros efeitos

toxicos do chumbo nesse tecido incluem aumento da peroxidagao lipidica e redug¢ao dos niveis
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de antioxidantes enddgenos, além da reducdo do numero de divisdes celulares (EL-
ASHMAWY et al., 2006; BERRAHAL et al., 2011).

Viérios estudos tem abordado a possivel relagdo entre a fungdo reprodutiva e
exposicdo ao chumbo (RONIS et al., 1996; JARREL et al., 2006; ANJUN et al., 2011). Os
principais efeitos toxicos da exposicdo ao chumbo sobre o sistema reprodutor masculino em
humanos e animais incluem anormalidades da espermatogénese (motilidade e numero de
espermatozodides reduzidos), infertilidade, funcdo prostatica alterada e mudangas dos niveis de
testosterona sérica (KASPERCZYK et al., 2008; FLORA, PACHAURI, SAXENA, 2011;
ANJUN et al., 2011). No sexo feminino, as principais alteragdes estdo relacionadas a
infertilidade, hipertensdo durante a gravidez, parto prematuro e alteragdes dos niveis do
hormonio luteinizante ¢ foliculo estimulante, através da agdo toxica do chumbo sobre os
ovarios (COWI, 2003; KRIEG, 2007; FLORA, PACHAURI, SAXENA, 2011).

A exposi¢ao ao chumbo altera varios parametros da resposta imune (QUEIROZ et
al., 2011), entre os quais podemos destacar a imunossupressao humoral e celular (KOLLER,
ROAN, 1980; QUEIROZ et al., 2003). Outros estudos relataram redugdo da atividade de
enzimas antioxidantes e aumento da peroxidagdo lipidica na medula 6ssea de ratos expostos
ao acetato de chumbo na 4gua de beber por 3 semanas (QUEIROZ et al., 2008;

HALEAGRAHARA et al., 2011).

1.2 Tecidos Osseo

O osso ¢ um tecido metabolicamente ativo que fornece suporte e protecdo mecanica

para 6rgdos vitais tais como medula 6ssea e cérebro, e desempenha também outras fungdes,

dentre as quais podemos destacar sua fungdo como 6rgdo metabolico mantendo as maiores
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reservas de célcio e fosfato do organismo. Esse tecido ¢ constituido basicamente de células
osseas (10%), cristais minerais (60%) e matriz organica (30%) (VASHISHTH, 2005; FENG,
MCDONALD, 2011). A matriz orgénica inclui especialmente colageno tipo I (88%), outras
proteinas (osteonectina, osteopontina, sialoproteinas Osseas, osteocalcina, fosfoproteinas),
lipideos e glicosaminoglicanos (1-2%) (YOUNG, 2003).

Em termos de constituicdo celular, o tecido o6sseo ¢ formador pelas células
osteoprogenitoras: sdo células derivadas do mesénquima e apresentam potencial de se
diferenciar em osteoblastos; os osteoblastos, responsaveis pela formacdo da matriz 6ssea e
regulam a mineralizagdo desta; os ostedcitos, que representam os osteoblastos que ficam
circundados pela matriz 6ssea mineralizada e os osteoclastos, responsaveis pela reabsorcao
ossea (PALUMBO et al., 2001; MACKIE, 2003; RUBIN, RUBIN, JACOBS, 2006;
FERNANDEZ et al., 2006a; FERNANDEZ et al., 2006b;).

O componente mineral do osso ¢ constituido por calcio, fosfato e carbonato
formando os cristais de hidroxiapatita [Ca;o(PO)s(OH),] e menores quantidades de magnésio,
sodio, potassio, manganés, zinco ¢ fluoreto em associacdo as fibras de colageno
(FERNANDEZ et al., 2006a). Alguns ions com propriedades quimicas semelhantes as dos
minerais que compdem o cristal podem penetrar e tornar-se parte do cristal. Metais pesados
como o estroncio e o chumbo podem substituir calcio na hidroxiapatita (BRONNER, 2002;
DOWD et al., 2001); o fluoreto ou cloreto podem substituir o ion hidroxila (RABINOWITZ,
1991; TUREK, 1991;).

O osso ¢ um tecido dinamico que ¢ constantemente formado e reabsorvido em
resposta a mudangas da carga mecanica, alteragao dos niveis séricos de calcio e em resposta a
uma grande variedade de fatores endocrinos e paracrinos (WALKLEY et al., 2007). Em
condicdes fisioldgicas, o equilibrio entre a formagdo e a reabsor¢do Ossea garante a sua

integridade biomecanica, prevenindo-o contra o acumulo de microfissuras e mantendo o
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equilibrio mineral (FERNANDEZ et al., 2006b; WALDORFF, GOLDSTEIN, McCREADIE,
2007). Disttrbios do balango entre a formagdo e a reabsor¢do dssea podem ser causados por
diversos fatores, tais como uso de medicamentos (CANALIS et al., 2007), alteracdes
hormonais (HAMADA et al., 2007; HOLLAND et al., 2013; COSTA, BILEZIKIAN, 2013),
idade (LEPPANEN et al., 2008) ¢ xenobioticos (AKTER et al., 2003; BROULIK et al., 2010;
MONIR et al., 2010; BEIER et al., 2013; KUPRASZEWICZ, BROZOSKA, 2013).

O processo de remodelamento dsseo pode ser dividido em quatro fases distintas que
se sobrepdoem:

1) fase de iniciagdo/ativagdo do remodelamento: os sinais que desencadeiam a
ativacao do processo de remodelamento ndo s3o completamente entendidos, mas evidéncias
demonstram que as células da linhagem osteoblastica que revestem a superficie dssea sdo
estimuladas pela agdo de citocinas como interleucina-11 (IL-11), prostaglandina E2 (PGE2),
e proteina relacionada com PTH (PTHrP) e oncostatina M (OSM). Outro fator estimulador do
processo de remodelamento ¢ a ocorréncia de apoptose do ostedcito, induzindo o
aparecimento de uma microfissura na matriz 6ssea, que estimulam as células da linhagem
osteoblastica a sintetizarem e liberarem proteases que expdem uma pequena area de matriz
Ossea mineralizada, iniciando o recrutamento de progenitores osteoclasticos e iniciando o
processo de remodelamento (LERNER, 2000; TROEN, 2003). Uma classe destas proteases
responsaveis pela exposi¢do da matriz dssea mineralizada e do remodelamento da MEC ¢ a
das metalopeptidases de matriz (MMPs), das quais a MMP-2 parece ter um papel fundamental
na osteogénese ¢ iniciagdo do processo de remodelamento (MOSIG et al., 2007; GALLIERA,
BANFI, CORSI, 2010). Os osteoblastos também secretam fator estimulante da colonia de
macrofagos (M-CSF), que promove proliferagdo e estimula a expressio de RANK pelos
precursores osteoclasticos hematopoiéticos. Outra molécula expressa pelos osteoblastos € a

RANKL (um ligante de RANK na superficie de osteoblastos e pré-osteoblastos). A interagao
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entre RANKL e seu receptor inicia a atividade e diferenciacdo osteoclastica e a sintese de
proteinas de fusdo e adesdo, estimulando a reabsor¢do. As células da linhagem osteoblastica
também expressam osteoprotegerina (OPG). A RANKL se liga a OPG, um receptor solavel, e
assim a diferenciag@o osteoclastica ¢ inibida (WRIGHT et al., 2009; PARFITT, 2006). Outros
fatores sistémicos, tais como fator de crescimento fibroblastico (FGF), horménio da
paratiredide (PTH), vitamina D3, glicocorticoides, estrégeno e prostaglandina E2 agem sobre
o processo de remodelamento 6sseo através da modulagiao da expressdo de OPG ¢ RANKL
(DIMITRIOS et al., 2006; BOYCE et al., 2012).

2) fase de reabsor¢do Ossea ¢ recrutamento de células osteoprogenitoras
mesenquimais: os osteoclastos se aderem a superficie 6ssea mineralizada através da ligacao de
integrinas expressas em sua superficie com sequéncia de aminoacidos especificos de proteinas
na superficie da matriz 6ssea (DAVIES et al., 1989). Apds adesdo a matriz, os osteoclastos
iniciam a absor¢do pela secrecdo de ions de hidrogénio e enzimas lisossomais, tais como a
catepsina K, os quais podem degradar todos os componentes da matriz 6ssea, incluindo
colageno, em baixo pH (PALUMBO et al.,, 2001; TROEN, 2003; FERNANDEZ et al.,
2006b). O processo de reabsor¢ao da matriz dssea libera diversos fatores presentes na propria
matriz, incluindo o fator de crescimento transformante beta (TGF-f), fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento fibroblastico (FGF), fator de crescimento
semelhante a insulina I e II (IGF-I e II) e proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs) que
estimulam a diferenciagdo osteoblastica e formacdo da matriz 6ssea (sintese do ostedide)
(SIMS, GOOI, 2008). Os osteoclastos também produzem fatores capazes de estimular a
diferenciagdo osteoblastica, como a Efrina-B2 (um ligante presente na membrana de
osteoclastos) que age através de um mecanismo de contato sobre EphB-4, seu receptor na
superficie de osteoblastos, para promover diferenciacdo osteobldstica e formacdo oOssea

(ZHAO et al., 2006, MATSUO, OTAKI, 2012).
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3) diferenciagdo osteoblastica e sintese da matriz ostedide: osteoblastos iniciam a
sintese da matriz 6ssea. A comunicagdo entre osteoblastos através de jungdes gap parece ser
importante nesse processo (CIVITELLI, 2008).

4) mineralizagdo do osteodide e finalizag¢do do ciclo de remodelamento: A medida que
o ciclo de remodelamento termina, a secre¢do de ostedide ¢ finalizada e alguns osteoblastos
tornam-se quiescentes e ficam na superficie 0ssea, enquanto outros ficam aprisionados pela
matriz 6ssea mineralizada e tornam-se ostedcitos (SIMS, GOOI, 2008). Osteocitos produzem
esclerostina, que suprime a formagao 6ssea osteoblastica (BEZOOIJEN et al., 2008).

A definicdo de qualidade o6ssea ainda ¢ controversa, mas esta abrange as
propriedades materias e estruturais do osso. Entre os parametros considerados para predizer a
forca dssea e o risco de fraturas, a quantidade de tecido dsseo, avaliada pela densidade mineral
O0ssea ainda ¢ um dos mais utilizados (AMMANN, RIZZOLI, 2003; SAITO, FUIJII,
MARUMO, 2006). No entanto, a densidade mineral 6ssea nao é capaz de explicar a variagdo
de forca oOssea e risco de fraturas em diferentes populagdes (FERRETI, CAPOZZA,
ZANCHETTA, 1996). Dados publicados de Estudo de Fraturas Osteopordticas demonstram
que a densidade mineral 6ssea podem predizer apenas 28% das fraturas de quadril (STONE et
al., 2003). A importancia de outros fatores tem sido considerados, dentre estes podemos
destacar as propriedades geométricas (rede trabecular e macroestrutura cortical) e propriedade
materias (calcificagdo da matriz € composi¢ao e arranjo espacial dos cristais, fibras coldgenas
e lamelas) e as microfissuras potencialmente existentes (VIGUET, CARRIN et al., 2006;
FRIEDMAN, 2006; COMELEKOGLU et al., 2007). Adicionalmente, outro fator a ser
considerado ¢ a taxa de turnover 6sseo como determinante da integridade estrutural do osso e
que pode também influenciar a resisténcia 6ssea. Um aumento da formagdo dssea produz
pequenos cristais ¢ um aumento da absor¢do dssea impede a maturagdo mineral e das ligagdes

cruzadas de colageno (WEINSTEIN, 2000). Também, acelerado turnover dsseo tem mostrado
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aumento da fragilidade ossea devido ao actiimulo de ostedide e reducdo da mineraliza¢ao

secundaria, resultando em reduzida resisténcia 6ssea (LLOYD et al., 2008).

1.3 Chumbo e Tecido Osseo

O osso ¢ o principal local de armazenamento de chumbo no organismo (WHO, 2001;
BRONNER, 2002) e a maior fonte enddégena de chumbo (BERGLUND et al., 2000). Este
metal se acumula no esqueleto durante a vida e afeta o tecido 6sseo diretamente, influenciando
a formagao de hidroxiapatita (DOWD et al., 2001) e a atividade das células 6sseas (POUNDS,
LONG, ROSEN, 1991), bem como indiretamente através da pertubagdo do metabolismo
mineral (KUPRASZEWICKZ, BROZOSKA, 2013).

A intoxicacdo por chumbo ja é bem conhecida, mas sé recentemente demonstrou-se
que exposicdo a baixas doses de chumbo estdo relacionadas com diversas patologias, tais
como osteopatias (CAMPBELL et al., 2004) e osteoporose (SILBERGELD et al., 1988; SUN
et al. 2008). Reducdo do crescimento em criangas (GONZALEZ-RIOLA et al., 1997) e
reducdo do crescimento da cauda em ratos (HAMILTON, O’FLAHERTY, 1994) expostos ao
chumbo tem sido relatadas. Evidéncias de alteragdes do crescimento 6sseo tem sido relatadas
em animais expostos ao chumbo (ESCRIBANO et al., 1997), como indicado por alteragdes da
placa de crescimento 6sseo (HAMILTON, O’FLAHERTY, 1995) e inibi¢do do crescimento
das epifises em fémures de ratos contaminados com a dose 17 mgPb/Kg MC de chumbo,

durante o periodo de 50 dias (GONZALEZ-RIOLA et al., 1997).

Existem estudos epidemioldgicos associando a concentragdo de chumbo sanguinea

(3,3 £2,2 pg/dL) a reducao da densidade mineral (THEPPEANG et al., 2008; CAMPBEL et



36

al., 2004; SUN et al., 2008; RAAFAT, HASSAN, AZIZ, 2011) e a fraturas 6sseas (KHALIL
et al., 2008) em humanos. Outros autores, como BAGCHI e PREUSS (2005), observaram
reducdo da densidade mineral 6ssea em ratos contaminados com acetato de chumbo a 1% na
dgua consumida por estes animais durante 40 dias. RONIS et al. (2001) associaram a
intoxicacdo com acetato de chumbo a inibi¢do da osteoblastogénese, e a exposi¢do prolongada
reduziu a resisténcia dssea e o crescimento esquelético em ratos. Em outro estudo, realizado
por MONIR et al., 2010, com ratas expostas a dose de 250 ppm de chumbo por 4 meses,
observou-se reducdo da densidade mineral Ossea, aumento do remodelamento Osseo e
tendéncia a redugdo da resisténcia 6ssea. KUPRASZEWICZ, BROZOSKA (2013), em um
estudo conduzido em ratos com 8 semanas, administrando acetato de chumbo na dose de 500
mg/Kg na agua de beber, durante 12 semanas, observaram aumento da reabsor¢do Ossea e
inibi¢do da formagdo, além de inibicdo da biossintese e aumento da degradagdo do colageno
0sseo. Recente estudo conduzido por BEIER et al (2013), em ratas recebendo 50 ppm de
chumbo, demonstraram redu¢do da densidade mineral 6ssea, acompanhada por redugdo do

numero de osteoblastos e da resisténcia 0ssea a fraturas.

1.4 Principais Agentes Quelantes do Chumbo Usados na Terapéutica

Utilizam-se agentes quelantes na terapéutica para desintoxicacdo do chumbo em
casos de exposi¢do aguda nos quais os pacientes apresentem concentragdes sanguineas entre
73,1 ¢ 96,3 ugPb/dL (OGAWA et al., 2008; D'SOUSA et al., 2011). Particularmente para o
Pb, a desintoxicacdo ¢ usualmente realizada empregando-se Etilenediaminatetracetato de
Célcio Dissédico (CaNa,EDTA), D-Penicilamina, Dimercaprol (BAL), Succimer- acido 2,3-
dimercapto succinico (DMSA) analogo estrutural do “British Anti Lewisite” - BAL (FLORA,

PACHAURI, 2010).
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1.4.1 CaNa,EDTA (Etilenodiaminatetracetato de calcio dissddico)
- Indicagdo: tratamento das intoxicagdes por metais, principalmente o chumbo.

- Mecanismo de agdo: Forma um complexo quelante estavel com o chumbo do deposito

extracelular, sendo excretado pelos rins, sem ser metabolizado (KLAASSEN, 1998).
- Dose: 150 mg/kg/dia (CORY-SLECHTA et al., 1987).

- Efeitos colaterais e adversos: nausea, vomito, mal estar, fadiga, calafrios, mialgia

intensa, cefaléia frontal, anorexia, poliuria, febre em humanos e deple¢do dos estoques de
calcio e zinco, nefrotoxicidade (faléncia renal do tubulo distal) em ratos (ANDERSEN,

AASETH, 2002; KALIA, FLORA, 2005, FLORA, PACHAURYI, 2010).
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Figura 1. Estrutura quimica do CaNa,EDTA e quelacdo do chumbo.

1.4.2  D-Penicilamina

- Indicagdes: intoxicagdes por metais, particularmente o aluminio

- Efeitos colaterais e efeitos adversos: sdo semelhantes aos da hipersensibilidade a penicilina,

tais como: eritema, febre, anorexia, nauseas, vomitos, eosinofilia, leucopenia, agronulocitose,
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anemia hemolitica autoimune, hiporeflexia, hematlria, proteinuria, glomerulopatia

membranosa (FLORA, PACHAURI, 2010).
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Figura 2. Estrutura quimica do D-Penicilina e quelagcdo do chumbo.

1.4.3 Acido Dimercapto Succinico (DMSA)

- Indicagdes: intoxicacdes por metais, especialmente chumbo, arsénio e merctrio. .

- Efeitos colaterais e adversos: S3o menos frequentes se comparados aos outros agentes

quelantes, a maioria das queixas sdo brandas, mas sdo observados: nausea, vomitos, dor
abdominal, flatuléncia,  hiperventilacio e aumento da atividade das transaminases

(ANDERSEN, 2004, FLORA, PACHAURI, 2010).
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Figura 3. Estrutura quimica do DMSA e quelacao do chumbo.

1.4.4  Dimercaprol ou BAL (British Anti Lewisite).

- Indicacdes: intoxicagdes por metais, principalmente mercurio € chumbo.

- Efeitos colaterais e adversos: taquicardia, irritabilidade, febre, dor abdominal, nauseas,

vOmitos, parestesias (formigamento) das extremidades, hipertensdao arterial, queimacao na
lingua, nos labios e nos olhos, sudorese, espasmos musculares e cefaléia (KALIA, FLORA,

2005).
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Figura 4. Estrutura quimica do Dimercaprol (BAL) e quelagdao do chumbo.

Diante dos inumeros efeitos colaterais e/ou adversos supracitados questiona-se a
terap€utica convencional para desintoxicacdo dos metais. Novas op¢des terapéuticas estdo
emergindo com a utilizacdo de vitaminas - Tiamina B1, Piridoxina B6 e Riboflavina, a-
tocoferol. Outros tratamentos incluem a utizacdo de quelantes e antioxidantes naturais como
carotendides (B-caroteno, licopeno e luteina), flavondides (quercetina, catequinas e acido
lipéico) e curcumina (KALIA, FLORA, 2005;FLORA, PACHAURI, 2010). Nos tltimos anos
tem aumentado o interesse, entre as pesquisas de fitoterapia, em usar plantas com atividade
quelante e antioxidante contra a toxidade de metais toxicos. Recentemente tem sido
demonstrada a capacidade de Chlorella vulgaris de quelar metais e agir como antioxidante em
intoxicacdes por metais toxicos. Este efeito tem incentivado pesquisas para testar os possiveis

efeitos protetores dessa alga sobre toxicidade de metais toxicos sobre diversos 6rgaos.
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1.5 Chlorella vulgaris

Chlorella vulgaris (CV) ¢ uma alga unicelular usada como um alimento saudavel e
funcional no Japao, Estados Unidos e outros paises. CV contém muitas substancias bioativas,
como estabelecida por sua atividade anti-aterogénica (SANO, TANAKA, 1987),
anticolesterolémica ( LEE, PARK, KIM, 2008), antitumoral (RAMOS, TOLEDO,QUEIROZ,
2010), antioxidante (YUN et al., 2011), e efeitos protetores contra infec¢do viral e bacteriana
(HASEGAWA et al., 1997). Bioquimicamente, Chlorella contém muitos antioxidantes como
clorofila, luteina, a-caroteno, B-caroteno, acido ascérbico, e a-tocoferol, e grande quantidade
de outras vitaminas, minerais e fibras (SHIN et al., 2008). Chlorella e outras algas contem
altas concentragoes de fitoquelatinas (PCs), que sao olipeptideos de glutationa capazes de ligar
fortemente fons metalicos (Pb*, Cd*") e metais essencias (Zn*" e Cu*” (QUEIROZ et al.,
2008).

Alguns estudos tem mostrado que administragdo de Chlorella vulgaris (CV) pode
reduzir a absor¢do e acimulo de cadmio, e também prevenir ou reduzir o dano histoldgico
hepatico em ratos (KIM, KWON, 2009; SHIM et al., 2009). Outros autores demonstraram que
Chlorella influencia a absor¢ao e excre¢do de metilmercirio, um metal pesado altamente
toxico (UCKIKAWA et al., 2010). Chlorella também age restaurando a celularidade da
medula 6ssea e produgdo de citocinas, alteradas em animais expostos ao chumbo ( QUEIROZ
et al., 2011). Recentemente, demonstrou-se a habilidade de CV de reduzir a toxidade do
chumbo sobre o sangue e 6rgaos alvo tais como osso, rim ¢ figado (QUEIROZ et al., 2008;
UCKIKAWA et al., 2009; YUN et al., 2011). Além disso, os agentes quelantes contidos em
Chlorella restauraram os niveis normais de ALA, particularmente no figado, e a biossintese da

heme em animais expostos ao chumbo, sugerindo elevada afinidade da Chlorella a esse metal
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(QUEIROZ et al., 2008). Os compostos contendo um grupo sulfidrila quelando metais ja esta
bem estabelecido na litetarura e pode ser um fator envolvido na remog¢ao de metais toxicos por
CV (SINICRORPI et al., 2010). Entretanto, a influéncia benéfica de CV sobre a resisténcia

esquelética a fraturas em animais expostos ao chumbo ndo tem sido estudada até agora.
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2 OBJETIVOS

Geral:

Avaliar a possivel influéncia protetora do Extrato de Chlorella vulgaris (CV) e
do Acido Etilenodiaminotetracético de Calcio Dissodico (Na,EDTA) sobre as propriedades

fisicas e biomecanicas 6sseas em ratos expostos ao Acetato de Chumbo (Pb).

Especificos:

e Analisar as concentragcdes de chumbo, célcio, zinco e magnésio, por meio da técnica de
Espectrometria de Emissdo Atdmica com Plasma Acoplado Indutivamente, em fémur
esquerdo e 4* vértebra lombar dos animais dos diferentes grupos experimentais. Usando a
mesma técnica, analisar as concentracdes de chumbo e zinco no sangue, figado, rim,

cérebro e tibia dos animais dos diferentes grupos experimentais.

e Analisar as concentracoes de calcio sérico e contetido de calcio nas 5 vértebras lombares

dos animais dos diferentes grupos experimentais.

e Analisar os parametros biométricos 0sseos dos fémures direitos e 5* vértebras lombares

(L5) de animais dos diferentes grupos experimentais.

e Analisar os parametros biomecanicos ¢sseos por meio do teste de flexao a trés pontos em
fémures direitos e do teste de compressdo nas 5* vértebras lombares de animais dos

diferentes grupos experimentais.

e Analisar os pardmetros fisicos 0sseos dos fémures direitos e 5* vértebras lombares de

animais dos diferentes grupos experimentais.
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Analisar a densidade mineral 6ssea das 3* vértebras lombares (L3) dos animais dos

diferentes grupos experimentais pela técnica de Densitometria Radiografica.

Analisar a atividade de MMP - 2 em tibias direitas de animais dos diferentes grupos

experimentais.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Modelo do Estudo

Este estudo experimental, cujo modelo foi o animal randomizado, foi aprovado
pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal da Universidade Federal de Sdo Carlos:

Protocolo CEEA n°. 047/2009.

3.2 Animais

Utilizou-se neste experimento, 64 ratos da linhagem “Wistar” (Rattus
norvegicus albinus), do género masculino, com 90 dias de idade (média de massa corporal
inicial de 300-345g), provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Sao Carlos
(UFSCar).

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

alimentagdo com racdo comercial e agua “ad libitum”.
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3.3 Protocolo Experimental

Para analise dos efeitos do Extrato de Chlorella vulgaris (CV) sobre as
varidveis Osseas em animais expostos ao Acetato de Chumbo (Pb), os animais foram

distribuidos em 8 grupos com 8 animais cada:

- Grupo Controle: 8 animais tratados com solug¢do salina 0,9% (0,1ml/100g
MC).

- Grupo EDTA: 8 animais tratados com Acido Etilenodiaminatetraacético de
Célcio Dissédico (150 mg/Kg MC).

- Grupo CV 50: 8 animais tratados com Extrato de Chlorella vulgaris (50

mg/Kg MC).

- Grupo CV 250: 8 animais tratados com Extrato de Chlorella vulgaris (250
mg/Kg MC).
- Grupo Pb: 8 animais tratados com Acetato de Chumbo (250 mg/Kg MC).

- Grupo Pb + EDTA: 8 animais tratados com Acetato de Chumbo (250 mg/Kg

MC) mais EDTA (150 mg/Kg MC).

- Grupo Pb + CV 50: 8 animais tratados com Acetato de Chumbo (250 mg/kg

MC) mais CV 50 (50 mg/Kg MC).

- Grupo Pb + CV 250: 8 animais tratados com Acetato de Chumbo (250 mg/kg

MC) mais CV 250 (250 mg/Kg MC).

Os tratamentos com EDTA e com Chlorella ocorreram simultancamente a
exposicdo com Acetato de Chumbo. A dose selecionada de (CH3COQ),Pb3H,0 baseou-se nas
exposi¢des ambientais em humanos (ESCRIBANO et al, 1997; CELIK, OGENLER,

COMELEKOGLU, 2005). A administracdo dos compostos foi realizada pelo método da
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gavagem gastrica (CELIK, OGENLER, COMELEKOGLU, 2005; FAZAKAS, LENGYEL,
NAGYMAIJTENYI, 2005), uma vez na semana, durante 8 semanas. A dose de EDTA foi
selecionada como recomendada pela literatura (OSER, OSER, SPENCER, 1963; CORY-
SLECHTA et al.,, 1987). As doses de Chlorella foram baseadas em estudos anteriores
(QUEIROZ et al., 2003; QUEIROZ et al., 2008; QUEIROZ et al., 2011), nos quais os autores
observaram redugao significativa da concentra¢do de chumbo sanguinea.

Durante o tratamento, a massa corporal foi mensurada semanalmente para adequagio

da dose a ser administrada e para monitorar o desenvolvimento e saude dos animais.

34 Extrato de Chlorella vulgaris (CV)

Chlorella vulgaris: O extrato liofilizado da alga Chlorella vulgaris foi gentilmente
doado pelo Dr. Takashi Hasegawa, Research Laboratories, Chlorella Industry Co. Ltd.
(Japao). A andlise quimica da composi¢ao do extrato, fornecida pelo fabricante, demonstrou a
presencga de 44,0 g de proteinas, 39,5 g de carboidratos e 15,4 g de acidos nucléicos em 100 g
de extrato seco (HASEGAWA et al., 1990).

Para o tratamento dos animais, o Extrato de Chlorella vulgaris foi ressuspenso em
agua destilada a 37 °C e doses de 50 mg/kg e 250 mg/Kg foram administradas por via oral

(gavagem), uma vez por semana, durante 8 semanas.
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3.5 Eutanasia

Apbs oito semanas da administragdo de salina, acetato de chumbo ¢ CV, os
animais foram eutanaziados por decapitacdo cervical, com subseqiiente coleta de sangue
diretamente do tronco. Os fémures direitos e vértebras foram dissecados e mantidos em
solugdo salina a -20 °C. O fémur esquerdo, tibia esquerda e direita foram dissecados e
mantidos a -80 °C até as subsequentes analises. O figado, rim e cérebro e sangue foram

mantidos a -80 °C para as analises das concentragdes dos metais.

3.6 Parametros Analisados

3.6.1 Parametros quimicos

3.6.1.1 Concentragdo de chumbo, célcio, zinco ¢ magnésio no tecido 6sseo

As concentragdes de chumbo, célcio, zinco e magnésio foram determinadas no
fémur e vértebra lombar (L4). Na tibia foram mensuradas as concentracdes de Pb e Zn. As
concentragdes dos metais foram determinadas por ICP-MS (Espectometria de Massa com

Plasma Acoplado Indutivamente) de acordo com o método proposto por PALMER et al.
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(2006) e BATISTA et al. (2009). As amostras (75 mg) foram pesadas dentro de tubos conicos
(15 mL), onde foi adicionado 2 mL de uma solu¢do de HNOj; concentrado e mantidas por 24
horas. Apds esse periodo adicionou-se 1 mL H,O, e mantidas por mais 24 horas. Depois desse
tempo completou-se o volume para 15 mL com agua milli Q. O limite de detecg¢do (LD) para
o chumbo foi de 0,0066 pg/g e para o zinco 0,1 ug/g. A validagdo dos dados foi baseada na
analise de seis materiais de referéncias certificados do Instituto Nacional de Padrdes e
Tecnologia de Instituto Nacional de Pesquisas do Canada. Os resultados foram expressos em

ug/g para Pb e Zn e em mg/g para Ca e Mg.

3.6.1.2  Concentragdo de chumbo e zinco no sangue total, figado, rim e cérebro

As concentra¢des de chumbo e zinco no sangue total foram determinadas por
ICP-MS (Espectometria de Massa com Plasma Acoplado Indutivamente) de acordo com o
método proposto por Batista et al. (2009). As amostras (100 pl) foram diluidas 50x em tubos
de polipropileno Falcon® (Becton Dickinson) com uma solug¢ao contendo 0,01% (v/v) Triton
® X-100 e 0,5% (v/v) de acido nitrico e 10 ug/L de Rddio (padrao interno). O limite de
detec¢do (LD) para o chumbo foi 3 ng/L. O controle de qualidade para determinacdo do
chumbo no sangue total foi fixada pela anélise de Materiais Padrdo de Referéncia do Instituto
Nacional de Padroes e Tecnologias dos Estados Unidos. Adicionalmente, varios materias de
referéncia secundarios fornecidos ambos pelo Departamento de Satide de Nova lorque ou pelo
Instituto Nacional de Satde de Quebec, Canadd, foram usados para determinagdo de

elementos trago em sangue total. As amostras de referéncia foram analisadas antes e apds as
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amostras ordinarias. Valores experimentais estavam sempre de acordo com a referéncia
fornecida ou certificada. Os resultados foram expressos em pg /dL de sangue total.

As concentragdes de chumbo e zinco em figado, rim e cérebro foram
determinadas por ICP-MS (Espectometria de Massa com Plasma Acoplado Indutivamente) de
acordo com o método proposto por Batista et al. (2009). As amostras (75 mg) foram colocadas
em tubos conicos (15 mL) e adicionado 1 mL de uma solugdo de Hidroxido de
Tetrametilamoénia (TMAH) 50% (v/v). A seguir foram homogeneizadas e incubadas a
temperatura ambiente por 12 h e o volume completado para 10 mL com uma solucdo contendo
0,5% (v/v) HNO3, 0,01% (v/v) Triton ® X-100 e 10ugl. de Rodio. Apds a preparagdo, as
amostras foram incubadas a -20 °C por 3 dias até as analises por ICP-MS. O limite de
detecg¢do (LD) para o chumbo foi de 0,0066 pg/g para o chumbo e 0,1 pug/g para o zinco. A
validagdo dos dados foi baseada em analise de seis materiais de referéncias certificados do
Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia de Instituto Nacional de Pesquisas do Canada. Os

resultados foram expressos como pg/g.

3.6.1.3  Concentragao de calcio sérico e conteudo de calcio

O sangue foi centrifugado e o soro foi armazenado a -20° C até a presente
analise. Com a obten¢do do material mineral das quintas vértebras lombares, realizou-se
solubilizacdo em &cido cloridrico 2N. Posteriormente, por meio de ensaio colorimétrico as
concentragdes de calcio sérico e conteudo de calcio das quintas vértebras lombares foram

determinadas, com a utiliza¢do do kit comercial Labtest®.
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3.6.2 Parametros Biométricos

3.6.2.1 Massa Corporal

A Massa Corporal (g) de cada animal dos diferentes grupos experimentais foi
verificada semanalmente com o intuito de adequacdo da dose individual utilizada no
tratamento (salina, contaminante ou quelantes) e para o acompanhamento do desenvolvimento

e verifica¢do da satde dos animais.

3.6.2.2 Comprimento dos 0ssos

O Comprimento (mm) s3o medidas dos fémures e das vértebras, mensuradas
por paquimetro. Nos fémures, esta mensuracdo foi realizada seguindo a padronizacao
referencial: regido distal dos condilos femorais (face articular com a tibia) e saliéncia dssea

mais proximal do trocanter maior.

3.6.3 Parametros biomecanicos

A forca maxima (N), rigidez (N/mm) e resiliéncia (J) foram os parametros

biomecanicos utilizados para avaliar as propriedades mecanicas dos fémures e das vértebras.

Estes parametros foram obtidos através do ensaio mecanico de flexdo a trés pontos (fémures)
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e de compressdo (vértebras), utilizando-se a maquina de ensaio universal INSTRON modelo

4444 (Figura 5).

3.6.3.1 Ensaio mecanico de flexdo a trés pontos

No teste de flexd3o a trés pontos, as extremidades dos fémures ficaram
apoiadas em dois roletes com diametro de 3,0 mm, distanciados em 21,70 mm ¢ a carga
aplicada na regido central de cada osso (Figural) (SHIMANO, SHIMANO, VOLPON, 2002;
AKHTER et al, 2003; AKHTER et al, 2004).

No inicio do teste foi aplicada uma pré-carga de 10 N por uma haste cilindrica
com um rolete de 3 mm na extremidade, no sentido antero-posterior e perpendicular ao eixo
longitudinal para estabilizar o fémur. Apds a acomodacao foi aplicada uma for¢a no mesmo

sentido, com velocidade constante de 0,5 cm/min., até o momento da fratura do o0sso.
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Figura 5: Foto ilustrativa da maquina de ensaio universal Instron (modelo 4444) utilizada para
o ensaio de flexao 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 aplica¢ao de carga (forga);

D: osso (fémur de rato); E: suporte.

3.6.3.2 Ensaio mecanico de compressao de vértebras

No teste de compressdao das vértebras, as extremidades do corpo vertebral
foram previamente lixadas para obtencao de superficies planas, mensurada o comprimento
para a padronizacdo e colocadas sobre um suporte plano para receberem a carga de
compressao. Esta carga foi aplicada utilizando um cédula de carga Instron, modelo CM, com

capacidade maxima de 1 kN. A carga foi aplicada no sentido cranio-caudal por uma haste com



54

extremidade plana em uma velocidade constante de 2 mm/min até a compressao de dois tercos
da altura de cada amostra.

Como resultado da forga aplicada ao fémur e vértebra, obteve-se um gréfico
forca-deformagdo pelo software Instron Series IX. Através desta curva obtiveram-se os

principais parametros relacionados a seguir.

For¢a Méaxima (N) — (Fmax)

Caracteriza a maior forga aplicada no ensaio, também conhecida como ultima forga

(Figura 6).

Rigidez (N/mm) — (Rig)

Determinada por meio da inclinagdo da reta ajustada aos pontos da curva carga x

deformagdo na fase elastica (SOGAARD et al., 1994). Representa a capacidade de resistir a

deformacgdes (Figura 6).

Resiliéncia (J) — (Res)

Corresponde a area sob a curva carga x deformacao até o limite elastico. Representa a

energia absorvida pelo tecido dsseo durante a fase elastica, ou seja, o impacto que a amostra

suporta sem deformar-se permanentemente (Figura 6).



CARGA (N)

Limite El astico Carga M axima

Tangente do angulo = Rigidez | Deslocamento (mm)
DEFORMAGAD (mm)

Figura 6: Representacao grafica da curva forga x deformagao utilizado para determinacgdo das
propriedades biomecanicas, ilustrando o ponto maximo da forca aplicada (limite méximo); o
calculo da (Tangente do angulo) determina a rigidez do material e a regido elastica (o calculo
desta area hachurada determina a resiliéncia ou a energia absorvida pelo material na fase

elastica).

3.6.4 Parametros Fisicos

Os fémures e as vértebras foram mantidos imersos em agua destilada e
colocados em um dessecador por um periodo de 24 horas objetivando a retirada do ar presente

nos poros 6sseos. Em seguida obtiveram-se as massas imersa (Mi) e umida (Mu). Esses dados
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foram coletados antes do ensaio biomecanico e, apés o mesmo, as amostras foram colocadas
em uma estufa (marca Funbec) a 100° C, durante 24 horas com o intuito de desidratagdo e,
posteriormente, obteve-se a massa seca (Ms). Para obtencdo da massa das cinzas (material
mineral - Mm), os ossos foram colocados em uma mufla a uma temperatura de 800° C por um
periodo de 24 horas. Todas as medidas citadas foram obtidas por meio de uma balanca
eletronica (marca Chyo).

Baseando-se no Principio de Arquimedes, calcularam-se o volume dsseo ¢
subseqiientemente densidade 6ssea e mineral, percentuais 0sseos de agua, material organico e

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

Volume 6sseo - Mu— Mi (cm?)

p

Densidade 6ssea - Mu (g/em?)

Volume Osseo

Densidade mineral - Mm (g/cm?)

Volume 6sseo
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Percentual Osseo de Agua - 100x(Mu-Ms)
Pu

Percentual Material Organico - 100x(Ms-Mm)
Pu

Percentual Material Mineral = 100xMm

Mu

Onde:
Mu = massa imida o6ssea
Ms = massa 0ssca da amostra desidratada
Mi = massa imersa 0ssea
Mm = massa do material mineral (cinzas)

p =densidade da dgua

3.6.5 Analise Densitométrica

A andlise densitométrica ocorreu na Faculdade de Medicina Veterinaria, Unesp-
Aracatuba, Estado de Sao Paulo. Para a obten¢do das imagens radiograficas foram utilizados
procedimentos radioldgicos de rotina. As vértebras foram radiografadas juntamente com o

referencial de densidade. Esse referencial foi um penetrometro ou escada de aluminio (largura
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de 10 mm) de 9 degraus (0,18 mm de espessura para o primeiro degrau), variando de 0,5 em
0,5 mm até o sétimo, o oitavo com 3,92 ¢ 0 nono com 5,0 mm de espessura. As radiografias
foram entdo reveladas, escaneadas e analisadas com o auxilio de um programa computacional
(Imaje J®). A imagem (Figura 07) foi processada pelo programa Imaje J® mostrando como ¢
realizado o contorno da area da regido de interesse. Cada um dos 9 degraus da escada foram
mensurados ¢ em seguida submetidos a célculos para obtencdo dos valores da densidade
radiografica em milimetros de aluminio (mmAl) (LOUZADA, 1994; LOUZADA et al., 2001,

BARREIRO et al., 2009).

Figura 7: Regido de interesse circundada na vértebra utilizando ferramentas do programa

Imaje J®.

3.6.6 Analise da atividade de MMP-2 na tibia direita

Os procedimentos para determinagao da atividade de MMP-2 do osso foram realizados

segundo protocolo estabelecido por MARQUETI et al (2008). Cada grupo de ratos (n = 8) foi
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analisado separadamente. O terco proximal da tibia direita foi retirado, mensurou-se a massa
de 100 mg de tecido e macerou-se em nitrogénio liquido. As amostras foram homogeneizadas
e incubadas em tampao de extracdo [10 mM de acido cacodilico, pH 5,0; 0,15 M NaCl; 1 uM
ZnCl,; 20 mM CaCl,; 1,5 mM NaNj e 0,01% de Triton X-100] (25 mg de tampao para cada
mg de tecido) a 4 °C por um periodo de 24 horas. Apos este tempo o tampao de extragdo foi
coletado por centrifugagdo (10 minutos, 4°C em 13000 rpm). As amostras foram concentradas
para 15 pg de proteina total e 10 pl de tampao de amostra sem f-mercaptoetanol (agente
redutor) e resolvidas por eletroforese em gel de policriamida contendo SDS e gelatina na
concentragdo final de Img/ml. Apos a corrida, o gel foi lavado 2 vezes durante 30 minutos em
solugdo 2,5% de Triton X-100 para remogao do SDS. A seguir, incubou-se o gel com tampao
de substrato (Tris-HCI 50mM pH 8,0, CaCl,.5mM; NaN3 0,02% e ZnCl, 10 mM), a 37°C, por
20 horas. Apos este tempo, o gel foi corado com Coomassie Blue Brilliant R-250 (Bio-Rad) e
descorado com acido acético: metanol: dgua (1: 4: 5) para visualizagdo das areas de atividade.
Foi utilizado o software “Kodak Digital Science 1D” para fotografar o gel e visualizar a
atividade proteolitica das bandas. A analise densitométrica das bandas foi realizada usando o
software de imagem GeneTools v3.06 software (Syngene, Cambridge, UK). As bandas
encontradas em todos os grupos foram 72-62 Kda, sugerindo a ativacdo da MMP-2 conforme

proposto por Fredericks e Mook (2004).

3.7 Analises Estatisticas

Os dados obtidos em cada grupo média + erro padrio da média (EPM). Os

grupos foram comparados entre si pela analise de variancia ANOVA Two-way (2 x 3) seguido
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pelo teste de Bonferroni aplicados pelo programa SPSS (Statistical Package for Social
Sciences; SPSS Inc., Chicago, IL), versao 17 para Windows. O nivel de significancia adotado

foi de p<0,05.

3.8 Normas Técnicas referentes a elaboracao deste trabalho

As referéncias e citagdes, bem como a estrutura geral deste trabalho seguem as
normas da Universidade Federal de Sao Carlos/UFSCar versdo on-line, acesso em janeiro de

2013.
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4 RESULTADOS

4.1 Parametros Quimicos

4.1.1 Concentragdes de chumbo no sangue, figado, rim e cérebro

Na Tabela 1 encontram-se os valores das concentragdes de chumbo no sangue,
figado, rim e cérebro dos animais dos diferentes grupos experimentais.

A exposi¢do ao chumbo resultou em um aumento da concentracdo desse metal no
sangue total e nos 6rgdos estudados (figado, rim e cérebro) quando comparada aos grupos
controle, EDTA, CV 50 ¢ CV 250. A administracdo de EDTA, CV 50 ¢ CV 250 reduziram
respectivamente as concentragdes sanguineas de chumbo em animais expostos ao acetato de
chumbo, na razdo de 30% com EDTA, 26% com CV 50 e 44% com CV 250, o que sugere
interagdo entre Pb e os agentes quelantes demonstrada pelos resultados da andlise
ANOVA/UNIANOVA (Anélise de Variancia Univariada).

No figado, os quelantes EDTA, CV 50 ou CV 250 reduziram as concentragdes de
chumbo em 47%, 47% e 52% respectivamente, o que sugere interagdo dos agentes quelantes
(EDTA, CV 50 e CV 250) com chumbo de forma significativa como revelado pela anélise
ANOVA/UNIANOVA.

Os tratamentos com EDTA (34%) ou CV 250 (48%) foram mais efetivos em reduzir

a concentragdo de chumbo no rim em relagdo ao tratamento com CV 50 (28%).
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Observa-se também a redu¢ao da concentragao de chumbo no cérebro dos animais

Tabela 1: Concentracdes de Pb no sangue, figado, rim e cérebro dos animais dos diferentes grupos

experimentais, obtidos por meio da Espectrometria de Emissdo Atdmica.

Grupos Pb sangue Pb figado Pb rim Pb cérebro
(ug/dl) (ug/g)) (ug/g) (ug/g)

Controle 0,80 = 0,04 0,05+0,01 0,04 +0,01 0,06 + 0,04
EDTA 1,35+0,05 0,03+0,01 0,02 + 0,00 0,03 +0,01

CV 50 1,00 + 0,09 0,02 + 0,00 0,02 + 0,00 0,02 + 0,00

CV 250 0,62 + 0,04 0,02 + 0,00 0,09 + 0,04 0,03 £ 0,02

Pb 18,74+ 1,71 a,b,¢,d 0,72+ 0,09 a,b,c,d 5,92 £0,634a,b,c,d 0,44 + 0,02 a,b,¢c,d
Pb+ EDTA 12,96 £ 1,41 a, b, e 0,38 £ 0,04 a, b, e 3,75+ 0,51 a, b,e 0,29 £ 0,02 a, b, e
Pb+ CV 50 13,76 £ 1,51 a, c,e 0,38 £ 0,07 a, c, e 4,120,954, ¢ 0,36 £ 0,02 a, c,e
Pb + CV 250 10,48 £ 0,67 a, d, e 0,34 £ 0,06 a, d. e 3,35+ 0,28 a, d, e 0,25+ 0,02 a,d,¢

Meédia = EPM. n= 7-8. Diferengas estatisticas indicadas por: (a) vs controle, (b) vs EDTA, (c) vs CV 50, (d) vs
CV 250, (e) vs Pb, p<0,05, (ANOVA Two-way post-hoc Teste de Bonferroni). Grupo Controle (C), EDTA
(EDTA), Chlorella 50 (CV 50), Chlorella 250 (CV 250). Grupo Chumbo (Pb), Chumbo mais EDTA (Pb +
EDTA), Chumbo mais Chlorella 50 (Pb + CV 50) ¢ Chumbo mais Chlorella 250 (Pb + CV 250).

4.1.2 Concentragdes de zinco no sangue, figado, rim e cérebro

diferentes grupos experimentais encontram-se na Tabela 2.

As concentragcdes de zinco no sangue, figado, rim e cérebro dos animais dos

Observa-se reducdo da concentracdo sanguinea de zinco no grupo Pb. A

administracdo de EDTA, CV 50 ou CV 250 ndo preveniu a redu¢ao da concentragdo de zinco

em relagdo ao grupo Pb.
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A concentracdo de zinco hepatica aumentou em animais expostos a dose de 250 mg
Pb/Kg MC quando comparada a do grupo controle. A administragdo de EDTA, CV 50 ou CV
250 ndo reduziu a concentragdo de zinco no figado quando comparada ao grupo Pb.

As concentragdes de zinco no rim e no cérebro foram semelhantes nos diferentes

grupos experimentais.

Tabela 2: Concentragdes de Zn no sangue, figado, rim e cérebro dos animais dos diferentes grupos

experimentais, obtidos por meio da Espectrometria de Emissdo Atomica.

Grupos Zn sangue Zn figado Zn rim Zn cérebro
(ug/ml) (ug/g) (ug/g) (ug/g)
Control 541+0,12 29,57 +1,16 24,60 + 1,25 15,35+0,17
EDTA 5,24 +0,12 28,38 £0,75 27,93 + 1,25 16,60 + 0,45
CV 50 4,97 +£0,14 28,43 +£ 0,48 27,43 +£1,33 15,65 +0,40
CV 250 491+0,11 31,17 £1,01 25,17+0,76 16,19 £ 0,68
Pb 4,08 £ 0,08 a 35,62+0,78 a 25,50+ 0,57 16,03 £ 0,41
Pb+EDTA  4,04+0,18 4,0 34,11 £0,74 a, b 24,67+ 1,14 15,99 +0,31
Pb+CV50 4,18+0,104,c 34,11 £ 0,64 a, ¢ 24,73 £ 0,23 15,98 0,39
Pb+CV250 3,97+0,11a,d 33,94+ 1,24 a,d 23,91+ 0,40 17,60 + 0,85

Meédia £ EPM. n = 7-8. Diferencas estatisticas indicadas por: (a) vs controle, (b) vs EDTA, (c) vs CV 50, (d)
vs CV 250, (e) vs Pb p<0,05, (ANOVA Two-way post-hoc Teste de Bonferroni). Grupo Controle (C), EDTA
(EDTA), Chlorella 50 (CV 50), Chlorella 250 (CV 250). Grupo Chumbo (Pb), Chumbo + EDTA (Pb +
EDTA), Chumbo + Chlorella 50 (Pb + CV 50) e Chumbo + Chlorella 250 (Pb + CV 250).

4.1.3. Concentragdes de calcio sérico e conteudo de calcio das vértebras lombares (L5)

Nao observamos diferen¢a das concentragcdoes de calcio sérico e do contetido de
calcio da quinta vértebra lombar (L5) quando comparamos os diferentes grupos experimentais

(Tabela 3).
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Tabela 3: Concentragdes de calcio sérico e conteido de calcio da quinta vértebra lombar dos animais dos

diferentes grupos experimentais.

Grupos experimentais Parametros
Célcio sérico (mg/dl) Célcio L5 (mg)

Controle 8,53+ 0,39 14,83 £ 1,08
EDTA 8,78 £ 0,36 13,70 + 0,85
CV 50 8,10+ 0,10 13,89 +£ 0,87
CV 250 8,56 +0,39 15,46 + 1,47
Pb 8,29 0,35 15,09 + 1,03
Pb + EDTA 9,25+0,19 15,44 + 1,06
Pb+ CV 50 9,30+ 0,17 19,05+ 0,61
Pb + CV 250 9,60 + 0,59 19,67 + 0,87

Média = EPM. n = 7-8. Grupo Controle (C), EDTA (EDTA), Chlorella 50 (CV 50), Chlorella 250 (CV 250)
Grupo Chumbo (Pb), Chumbo + EDTA (Pb + EDTA), Chumbo + Chlorella 50 (Pb + CV 50) e Chumbo -
Chlorella 250 (Pb + CV 250).

4.1.4 Concentracdes de Pb, Zn, Ca e Mg no fémur

Na Tabela 4 encontram-se as concentragdoes de Pb, Zn, Ca e Mg dos fémures dos
animais dos diferentes grupos experimentais.

A concentragao de chumbo aumentou no grupo exposto Pb quando comparada a dos
grupos controle, EDTA, CV 50 e CV 250. Houve reducao das concentra¢des de chumbo dos
fémures em animais expostos ao acetato de chumbo, na razao de 28% com EDTA, 39% com
CV 50 e 62% com CV 250, o que sugere interacdo entre Pb e os agentes quelantes de forma
significativa como demonstrados pelos resultados da andlise ANOVA/UNIANOVA.

Observa-se reducdo da concentracao de zinco no grupo Pb quando comparada a dos

grupos controle ¢ EDTA. O tratamento com EDTA preveniu parcialmente (embora nao
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estatisticamente significativa) esta redu¢do em animais expostos ao chumbo (Pb), enquanto
CV 50 e CV250 nao tiveram tal efeito.

Ressalta-se que ndo houve diferenca das concentragdes de calcio dos fémures
quando comparamos os diferentes grupos experimentais. Entretanto, observa-se concentragao
de célcio menor no grupo Pb em relacdo a todos os outros grupos experimentais.

A concentracdo de magnésio reduziu no grupo Pb quando comparado ao grupo
controle, e o tratamento com os diferentes agentes quelantes sozinhos ou concomitante com o

Pb ndo mostraram diferengas.

Tabela 4: Concentragdes de Pb, Zn, Ca e Mg do fémur dos animais dos diferentes grupos experimentais,

obtidas por meio da Espectrometria de Emissdo Atomica .

Grupos Chumbo Zinco Calcio Magnésio
(ug/g) (ng/g) (mg/g) (mg/g)
Controle 0,12 +0,02 92,22 +£3,85 25,00+ 0,79 1,08 +0,03
EDTA 0,07 £ 0,01 97,99 £5,16 26,77 0,94 1,15 +0,03
CV 50 0,06 £ 0,01 86,24 + 1,96 24,44 + 0,66 1,02 £ 0,03
CV 250 0,03 £ 0,00 91,28 £3,68 25,38+ 1,09 1,01 £0,03
Pb 136,24+ 12,6 a,b,c,d 74,76 = 3,60 ab 24,00 + 0,30 0,96 +0,03 a
Pb+ EDTA  97,33+£6,24 a,b,e  81,24£3,640 2487+ 1,13 1,00 £ 0,04 b
Pb+CV50 81,90+£725 ace 7448+£333ac 24,40 £+ 0,34 0,97 £ 0,04
Pb+CV 250 51,38+8,18 a,d,e  72,83£4,34a,d 24,46 + 0,92 0,94 + 0,04

Meédia = EPM. n = 8. Diferencas estatisticas indicadas por: (a) vs controle, (b) vs EDTA, (c¢) vs CV 50, (d)
vs CV 250, (e) vs Pb, p<0,05 (ANOVA Two-way post-hoc Teste de Bonferroni). Grupo Controle (C),
EDTA (EDTA), Chlorella 50 (CV 50), Chlorella 250 (CV 250). Grupo Chumbo (Pb), Chumbo + EDTA
(Pb + EDTA), Chumbo + Chlorella 50 (Pb + CV 50) e Chumbo + Chlorella 250 (Pb + CV 250).
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4.1.5 Concentragdes de Pb, Zn, Ca e Mg nas vértebras lombares

Os valores das concentragdes de Pb, Zn, Ca e Mg nas quartas vértebras lombares
(L4) dos animais dos diferentes grupos experimentais encontram-se na Tabela 5.

A concentracdo de chumbo aumentou no grupo Pb quando comparada a dos grupos
controle, EDTA, CV 50 e CV 250. As concentra¢des de chumbo das vértebras em animais
expostos ao acetato de chumbo reduziram na razao de 27% com EDTA, 14% com CV 50 e
42% com CV 250, o que sugere interacdo entre Pb e os agentes quelantes como demonstrado
pelos resultados da andlise ANOVA/UNIANOVA.

Nas vértebras, observa-se reducdo da concentracao de zinco do grupo Pb quando
comparada a dos grupos controle, EDTA, CV 50 e CV 250. A administragao de EDTA, CV
50 ou CV 250 nao foi efetiva em prevenir a reducdo da concentragcdo de zinco nesse 0sso.

Em relagdo a concentracao de célcio, observa-se redugdo da concentragdo do grupo
Pb quando comparada a dos grupos controle, EDTA, CV 50 e CV 250. Observa-se aumento
da concentracdo de célcio no grupo Pb + CV 250 (26%) comparado ao grupo Pb, o que sugere
interacao entre CV 250 e Pb de forma significativa como revelaram os resultados da analise
ANOVA/UNIANOVA.

Em relagdo ao magnésio, observa-se reducdo da concentracao de magnésio do grupo
Pb quando comparada aos grupos controle, EDTA, CV 50 e CV 250. A administra¢ao de

EDTA, CV 50 ou CV 250 nao foi efetiva em prevenir esta reducdo de Mg da vértebra L4.



Tabela 5: Concentracdes de Pb, Zn, Ca e Mg das quartas vértebras lombares (L4) dos animais dos diferentes grupos

experimentais, obtidas por meio da Espectrometria de Emissdo Atdémica.

Grupos Chumbo Zinco Calcio Magnésio
(ug/g) (ng/g) (mg/g) (mg/g)

Controle 0,09 +0,01 229,60 + 12,84 69,30 + 3,61 2,75+£0,13
EDTA 0,12 +0,00 201,91 +7,74 61,85+1,46 2,41 £0,07

CV 50 0,11 +0,01 214,36 + 8,26 69,06 = 1,76 2,78 £0,07

CV 250 0,14 + 0,03 210,41 £ 9,26 66,78 £2,26 2,71 +£0,12

Pb 251,12 £ 23,59 a,b,c,d 161,97 £ 5,03 abed 39,45+ 1,84 a,b,c,d 1,71 £ 0,09 a, b, ¢, d
Pb+EDTA 181,04+ 16,62 a, b,e 151,68 £ 7,31 a,b 41,14+ 1,32 3,0 1,39+ 0,04 a, b
Pb+CV 50 214,96+ 14,67 a,c 150,16 £ 12,19 a, ¢ 42,88+ 1,65 a,c 1,35+ 0,08 a, ¢
Pb+CV 250 143,49+17,44 a, d,e 143,93+ 6,71 a,d 49,74 +£2,05 a, d,e 1,34 £ 0,07 a, d

Meédia + EPM. n = 8. Diferengas estatisticas indicadas por: (a) vs controle, (b) vs EDTA, (c¢) vs CV 50, (d) vs CV
250, (e) vs Pb, p<0,05 (ANOVA Two-way post-hoc Teste de Bonferroni). Grupo Controle (C), EDTA (EDTA),
Chlorella 50 (CV 50), Chlorella 250 (CV 250). Grupo Chumbo (Pb), Chumbo + EDTA (Pb + EDTA), Chumbo +
Chlorella 50 (Pb + CV 50) ¢ Chumbo + Chlorella 250 (Pb + CV 250).

4.1.6 Concentragoes de Pb e Zn na tibia

As concentragdes de Pb e Zn nas tibias dos animais dos diferentes grupos
experimentais estdo apresentadas na Tabela 6.

A concentracdo de chumbo ¢ maior no grupo Pb em relacdo aos grupos controle,
EDTA, CV 50 e CV 250. A analise ANOVA/UNIANOVA revelaram a influéncia de EDTA,
CV 50, CV 250 sobre as concentragdes de chumbo das tibias de animais expostos a este

metal. A interacdo desses agentes reduziu as concentracdes de chumbo das tibias na razao de

36% com EDTA, 45% com CV 50 ¢ 69% com CV 250.
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A administragao de CV 50 ou CV 250 reduziu a concentragao de zinco das tibias em
relagdo ao grupo controle. A exposicdo ao chumbo reduziu a concentragio de zinco das tibias
de animais expostos a este metal. Os tratamentos com EDTA ou CV 50 nao foram efetivos em
prevenir esta reducgdo. A analise ANOVA/UNIANOVA mostrou interacdo da CV 250 com Pb,
levando a reducgao dréstica da concentracao de zinco observada no grupo Pb + CV 250 quando

comparada ao Pb sozinho.

Tabela 6: Concentracdes de Pb e Zn nas tibias dos animais dos diferentes grupos experimentais, obtidas

por meio da Espectrometria de Emissdo Atomica .

Grupos Chumbo Zinco

(ng/g) (ng/g)
Controle 0,03 +£0,01 70,94 £2,62
EDTA 0,01 £0,00 61,33 +2,19
CV 50 0,01 £0,00 57,85+ 1,74 a
CV 250 0,00 £ 0,00 58,37+2,59a
Pb 24,04 £ 1,90 a,b,c,d 46,64 + 3,56 a
Pb + EDTA 15,18+ 1,18 a, b,e 4725+2,25a,b
Pb+ CV 50 13,16 £ 1,21 a,c,e 39,43 £3,154,¢
Pb + CV 250 7,10+ 0,91 a d,e 29,71 £2,58 a, d, e

Média + EPM. n = 8. Diferencas estatisticas indicadas por: (a) vs controle, (b) vs EDTA, (¢) vs CV
50, (d) vs CV 250, (e) vs Pb, p<0,05 (ANOVA Two-way post-hoc Teste de Bonferroni). Grupo
Controle (C), EDTA (EDTA), Chlorella 50 (CV 50), Chlorella 250 (CV 250). Grupo Chumbo (Pb),
Chumbo + EDTA (Pb + EDTA), Chumbo + Chlorella 50 (Pb + CV 50) e Chumbo + Chlorella 250 (Pb
+ CV 250).
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4.2 Parametros Biométricos

4.2.1 Massa Corporal

Na Tabela 7 encontram-se os valores da massa corporal incial e final dos animais dos
diferentes grupos experimentais. Observa-se que tanto os valores da massa corporal inicial

como final ndo foram diferentes entre todos os grupos participantes do experimento.

Tabela 7: Massa corporal (MC) inicial e final dos animais dos diferentes grupos experimentais.

Grupos experimentais Pardmetros
MC inicial (g) MC final (g)

Controle 340,75 + 12,35 388,25+ 9,48
EDTA 326,50 + 6,05 386,50 + 10,02
CV 50 335,00 £ 9,07 371,25+ 9,48
CV 250 341,50 + 12,84 399,50 + 15,35
Pb 334,75+ 6,90 385,00 + 10,92
Pb + EDTA 322,50 £ 11,50 370,00 + 13,04
Pb+ CV 50 340,75 + 7,50 407,25 +12,88
Pb + CV 250 341,75 +£9,52 398,00 + 16,99

Média + EPM; n=8
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4.2.2 Comprimento do fémur e altura da quinta vértebra lombar (L5) - (mm)

Na Tabela 8 estdo os valores de comprimento do fémur e altura da quinta vértebra
lombar (L5) dos animais dos diferentes grupos experimentais. Nao houve diferenca destes

parametros quando comparamos os diferentes grupos experimentais.

Tabela 8: Comprimento dos fémures ¢ altura das quintas vértebras lombares (L5) dos animais dos

diferentes grupos experimentais.

Grupos experimentais Parametros

Comprimento (mm) Altura (mm)
Controle 39,23 +0,12 7,18 +£0,22
EDTA 38,12+ 0,29 7,15+0,17
CV 50 38,72+ 0,47 6,98 +0,13
CV 250 39,22+ 0,29 7,34 +0,14
Pb 38,88 + 0,53 7,39 +£0,16
Pb+EDTA 39,29+ 0,34 7,22 +0,18
Pb+ CV 50 39,46 + 0,30 7,46 0,21
Pb + CV 250 38,94 + 0,35 7,41 £0,17

Média + EPM; n=8

4.3 Parametros biomecanicos

4.3.1 Forca Maxima (N)
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Com o teste de flexdo a trés pontos dos fémures dos animais dos diferentes
grupos experimentais, observa-se reducao da for¢a méxima do grupo Pb quando comparado
ao grupo controle, EDTA, CV 50 e CV 250 (Figura 8). Observa-se que a administragdo de
EDTA, CV 50 ¢ CV 250 aos animais ndo expostos ao chumbo, levou a uma redugio da forga
maxima nesses grupos quando comparados ao grupo controle (embora nio estatisticamente
significativa). A administragdo de EDTA, CV 50 ou CV 250 preveniu a redugdo da forga
maxima promovida pelo tratamento com chumbo de forma significativa, o que sugere

interagdo entre Pb e os agentes quelantes como revelaram os resultados da analise

ANOVA/UNIANOVA.
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Figura 8: Média = EPM da forga maxima dos fémures dos animais dos diferentes grupos experimentais, obtidas
através do teste de flexdo a trés pontos. n=8. Diferencas estatisticas indicadas por: (a) vs controle, (e) vs Pb,
p<0,05 (ANOVA Two-away post-hoc Teste de Bonferroni). Grupo Controle (C), EDTA (EDTA), Chorella 50
(CV 50), Chlorella 250 (CV 250), Grupo Chumbo (Pb), Chumbo + EDTA (Pb + EDTA), Chumbo + Chlorella
50 (Pb + CV 50) e Chumbo + Chlorella 250 (Pb + CV 250).
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Com o teste de compressao das vértebras nao observamos diferenca da forca maxima
entre os diferentes grupos experimentais (Figura 9). Entretanto, pode-se observar que os
tratamentos com EDTA e CV 50 sozinhos ¢ com Pb reduziram os valores de forga maxima em

relacdo ao grupo controle (embora ndo estatisticamente significativo).
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Figura 9: Média + EPM da for¢ca maxima das quintas vértebras lombares (L5) dos animais dos diferentes
grupos experimentais, obtidas através do teste de compressio. n=8

4.3.2 Rigidez (N/mm)

Nas Figuras 10 e 11 estdo apresentados os valores de rigidez dos fémures e das

vértebras lombares dos animais dos diferentes grupos experimentais.
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Observam-se valores semelhantes nos grupos controle, EDTA, CV50 e CV 250; ¢

reducdo da rigidez do fémur no grupo Pb em relagdo ao grupo controle. A administraciao de

EDTA, CV 50 ou CV 250 preveniu a reducdo da rigidez promovida pelo tratamento com

chumbo, o que sugere interacdo entre Pb e os agentes quelantes como revelaram os resultados

da analise ANOVA/UNIANOVA.

Rigidez do fémur (N/mm)
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Figura 10: Média £ EPM da rigidez dos fémures dos animais dos diferentes grupos experimentais, obtidas

através do teste de flexdao a trés pontos. n=8. Diferengas estatisticas indicadas por: (a) vs controle, (¢) vs Pb,
p<0,05 (ANOVA Two-away post-hoc Teste de Bonferroni). Grupo Controle (C), EDTA (EDTA), Chorella 50
(CV 50), Chlorella 250 (CV 250), Grupo Chumbo (Pb), Chumbo + EDTA (Pb + EDTA), Chumbo + Chlorella

50 (Pb + CV 50) e Chumbo + Chlorella 250 (Pb + CV 250).
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No teste de compressao ndo observamos diferenca estatistica da rigidez da vértebra L5
(Figura 11) dos animais dos diferentes grupos experimentais. Entretanto, os grupos EDTA,
CV50, Pb e Pb+CV50 apresentaram valores menores do que o grupo controle (embora ndo

estatisticamente significativo).
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Figura 11: Média + EPM da rigidez das quintas vértebras lombares (L5) dos animais dos diferentes grupos

experimentais, obtidas com o teste de compressao. n=8.

Com o teste de flexdo a trés pontos dos fémures dos animais dos diferentes grupos
experimentais, observa-se reducdo da resiliéncia no grupo Pb quando comparado ao grupo
controle. A administracdo de EDTA, CV 50 ou CV 250 preveniu esta redu¢do induzida pela
exposicdo ao chumbo (Pb) (Figura 12).

Com o teste de compressao das vértebras ndo observamos diferenca dos valores de

resiliéncia da vértebra L5 (Figura 13) dos diferentes grupos experimentais.
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Figura 12: Média + EPM da resiliéncia dos fémures dos animais dos diferentes grupos experimentais,

obtidas com o teste de flexdo a trés pontos. n=8. Diferengas estatisticas indicadas por: (a) vs controle,

p<0,05 (ANOVA Two-way e post-hoc Teste de Bonferroni).
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diferentes grupos experimentais, obtidas com o teste de compressio. n



76

4.4 Parametros Fisicos

4.4.1 Massa umida, imersa, seca e das cinzas dos fémures e das quintas vértebras lombares

(L5) dos animais dos diferentes grupos experimentais.

No femur, observa-se reducdo da massa iimida do grupo EDTA quando comparada
ao grupo controle. Os resultados da andlise ANOVA/UNIANOVA revelaram interagdo entre
EDTA e chumbo, levando ao aumento desse parametro no grupo Pb + EDTA.

A massa imersa do fémur aumentou no grupo CV 250 quando comparada a dos
grupos controle e EDTA (Tabela 9).

Em relacdo a massa seca, observa-se reducdo no grupo Pb quando comparado ao
grupo controle. Os resultados da andlise ANOVA/UNIANOVA revelaram interagao entre CV
50 e chumbo, levando ao aumento desse parametro no grupo Pb + CV 50.

A massa das cinzas reduziu no grupo Pb e grupo EDTA quando comparadas a do
grupo controle (Tabela 9). Observa-se aumento desse pardmetro no grupo Pb + CV 50
quando comparado ao grupo Pb, o que sugere interacao entre CV 50 e chumbo.

Tabela 9: Massa umida, imersa, seca ¢ das cinzas dos fémures dos animais dos diferentes grupos

experimentais.
Grupos Massa umida Massa imersa Massa seca Massa das cinzas
(2) (2) (2 (2)
Controle 0,985+0,018 0,337 +£ 0,007 0,598 = 0,008 0,412 £+ 0,006
EDTA 0,886 0,015 a 0,326 + 0,004 0,555 + 0,006 0,378 = 0,004 a
CV 50 1,002 + 0,024 0,367 + 0,008 0,598 £ 0,011 0,404 = 0,008
CV 250 1,043 + 0,032 0,379+ 0,013 45 0,649 +£0,019 0,444 £ 0,015
Pb 0,939+0,018 0,344 + 0,007 0,557+ 0,018 a 0,378 £ 0,010 a
Pb+ EDTA 0,984 +0,035+v 0,357 +£ 0,008 0,597 + 0,021 0,410+ 0,014 v
Pb + CV 50 1,035+ 0,013 0,379 + 0,006 0,653 +0,015¢,c 0,445+ 0,008 c, ¢
Pb+CV 250 1,008 +0,030 0,360 + 0,008 0,608 0,012 ¢ 0,413 £ 0,008 ¢

Média £ EPM. n = 8. Diferengas estatisticas indicadas por: (a) vs controle, (b) vs EDTA, (¢) vs CV 50, (d) vs
CV 250, (e) vs Pb, p<0,05 (ANOVA Two-way post-hoc Teste de Bonferroni).
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Nas vértebras, observa-se reducao da massa seca e massa das cinzas no grupo EDTA

Tabela 10: Massa umida, imersa, seca e das cinzas das quintas vértebras lombares (L5) dos animais dos

diferentes grupos experimentais.

Grupos Massa imida Massa imersa Massa seca Massa das cinzas
(2) (2) (2) (2)

Controle 0,115+ 0,006 0,030 + 0,002 0,061 + 0,002 0,036 + 0,001
EDTA 0,102 + 0,004 0,029 + 0,001 0,050 + 0,002 a 0,030 + 0,001 a
CV 50 0,108 + 0,003 0,030 + 0,000 0,054 = 0,001 0,033 + 0,001
CV 250 0,128 + 0,007 0,035 + 0,002 0,061 + 0,003 0,038 + 0,002
Pb 0,118 0,001 0,030 + 0,001 0,054 + 0,002 0,032 + 0,001
Pb+EDTA 0,113 + 0,005 0,032 + 0,001 0,054 + 0,002 0,034 + 0,001
Pb+CV 50 0,129 + 0,003 0,036 + 0,001 0,062 = 0,001 0,038 + 0,001
Pb+ CV 250 0,133 +0,004 0,039 + 0,001 0,064 + 0,002 0,039 + 0,002

Meédia £ EPM. n = 6-8. Diferencas estatisticas indicadas por: (a) vs controle, p<0,05 (ANOVA Two-way post-
hoc Teste de Bonferroni). Grupo Controle (C), EDTA (EDTA), Chlorella 50 (CV 50), Chlorella 250 (CV 250).
Grupo Chumbo (Pb), Chumbo+ EDTA (Pb + EDTA), Chumbo + Chlorella 50 (Pb + CV 50) e Chumbo +
Chlorella 250 (Pb + CV 250).
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4.4.2 Volume, densidade e densidade mineral 6ssea do fémur e das quintas vértebras

lombares (Tabela 11).

No fémur, observa-se reducdo do volume dsseo nos grupos EDTA e Pb quando
comparados ao do controle. No grupo Pb + EDTA, observa-se aumento significativo desse
pardmetro comparado ao grupo EDTA (Tabela 11), o que sugere interagdo entre EDTA e Pb
como revelaram os resultados da analise ANOVA/UNIANOVA. Nao se observa diferencga

entre os valores de densidade 6ssea e densidade mineral dos diferentes grupos experimentais.

Tabela 11: Volume 6sseo, densidade 6ssea e densidade mineral 6ssea dos fémures dos animais dos

diferentes grupos experimentais, obtidos através do principio de Arquimedes.

Grupos Volume Osseo Densidade Ossea Densidade Mineral
(cm’) (g/em’) Ossea (g/cm’)
Controle 0,646 0,013 1,52 +0,01 0,640 + 0,016
EDTA 0,559+ 0,014 a 1,58 £ 0,01 0,678 = 0,012
CV 50 0,634 +0,018 1,58 £0,01 0,639 +0,013
CV 250 0,662 + 0,020 1,57 £ 0,01 0,671 +0,015
Pb 0,594+ 0,013 a 1,57 £0,01 0,636 +0,011
Pb + EDTA 0,626 + 0,029 v 1,57 £ 0,01 0,657 +0,010
Pb + CV 50 0,652 +0,013 1,58 £0,01 0,684 + 0,014
Pb + CV 250 0,647 + 0,024 1,55+ 0,01 0,642 + 0,014

Média £ EPM. n= 8. Diferengas estatisticas indicadas por: (a) vs controle, (b) vs EDTA, p<0,05
(ANOVA Two-way post-hoc Teste de Bonferroni). Grupo Controle (C), EDTA (EDTA), Chlorella 50
(CV 50), Chlorella 250 (CV 250). Grupo Chumbo (Pb), Chumbo + EDTA (Pb + EDTA), Chumbo +
Chlorella 50 (Pb + CV 50) e Chumbo + Chlorella 250 (Pb + CV 250).

Nas vértebras, observa-se redu¢cdo da densidade mineral 6ssea no grupo Pb quando
comparada ao grupo controle. A administracdo de EDTA, CV 50 ou CV 250 preveniu a

reducdo da densidade mineral 6ssea induzida pela exposi¢cdo ao chumbo (Tabela 12). Nao sdo
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observadas diferengas entre os valores de volume e densidade 6ssea entre os diferentes grupos

experimentais.

Tabela 12: Volume 6sseo, densidade 6ssea e densidade mineral 6ssea das quintas vértebras lombares

(L5) dos animais dos diferentes grupos experimentais, obtidos através do principio de Arquimedes.

Grupos Volume Osseo Densidade Ossea Densidade Mineral
(cm®) (g/cm3 ) Ossea (g/cm’)
Controle 0,085 + 0,004 1,36 £ 0,02 0,435+0,012
EDTA 0,073 +£ 0,003 1,40 £ 0,01 0,409+ 0,014
CV 50 0,077 + 0,002 1,39 £ 0,01 0,426 £ 0,010
CV 250 0,092 £+ 0,005 1,39+ 0,01 0,420+ 0,014
Pb 0,087 + 0,002 1,35+ 0,01 0,371 £ 0,018 a
Pb+ EDTA 0,081 + 0,003 1,39 £ 0,02 0,422 + 0,008 ¢
Pb+CV 50 0,093 + 0,002 1,38 = 0,00 0,409 £ 0,006 ¢
Pb + CV 250 0,094 + 0,003 1,41 £0,01 0,418 £0,012 ¢

M¢édia = EPM. n = 8. Diferengas estatisticas indicadas por: (a) vs controle, () vs Pb. p<0,05 (ANOVA
Two-way post-hoc Teste de Bonferroni). Grupo Controle (C), EDTA (EDTA), Chlorella 50 (CV 50),
Chlorella 250 (CV 250). Grupo Chumbo (Pb), Chumbo + EDTA (Pb + EDTA), Chumbo + Chlorella 50
(Pb + CV 50) e Chumbo + Chlorella 250 (Pb + CV 250).

443 Porcentagem de agua (% 4agua), Porcentagem de material organico (% MO) e
porcentagem de material mineral (% MM) dos fémures e das quintas vértebras lombares (L5)

dos animais dos diferentes grupos experimentais.

Nao foram encontradas diferencas entre os grupos para esses parametros nos fémures

(Tabela 13).
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Tabela 13: Porcentagem de Agua no osso (% Agua), porcentagem de material organico (%MO) e

porcentagem de material mineral (%MM) nos fémures dos animais dos diferentes grupos

experimentais.
Grupos Agua no osso Material organico Material mineral
(%) (%) (%)

Controle 39,07 £ 1,23 18,93 £0,41 41,99 + 0,93
EDTA 37,20 +£ 1,20 20,04 + 1,07 42,75 + 0,47
CV 50 40,18 + 0,88 19,41 + 0,44 40,40 + 0,79
CV 250 37,67 +0,72 19,70 + 0,62 42,62 + 0,61
Pb 40,66 + 1,13 19,04 + 0,63 40,45+ 0,78
Pb + EDTA 39,31 +£0,25 18,97 £ 0,25 41,71 £ 0,30
Pb + CV 50 38,10+ 0,37 18,72 + 0,60 43,17+ 0,85
Pb + CV 250 39,46 + 1,35 17,79 £ 0,72 41,12+ 0,61

Média = EPM. n= 8.

Nas vértebras, observa-se reducdo da % MM acarretando aumento da % de 4gua no

grupo Pb quando comparado ao grupo controle. A administragdo de EDTA, CV 50 ou CV 250

preveniu a reducdo da % MM induzida por chumbo (Tabela 14).

Tabela 14: Porcentagem de agua (% Agua), porcentagem de material organico (%MO) e

porcentagem de material mineral (%MM) nas quintas vértebras lombares (L5) dos animais dos

diferentes grupos experimentais.

Grupos Agua no o0sso Material organico Material mineral
(%) (o) (%)
Controle 47,15+ 0,94 20,89 £ 0,97 31,94 £ 0,72
EDTA 51,07+ 0,79 19,85+ 1,22 29,06 + 1,02
CV 50 49,76 + 1,25 19,72 £ 1,41 30,51 + 0,69
CV 250 51,96 + 1,05 17,87 £ 0,94 30,15+0,79
Pb 53,80+ 1,36 a 18,76 + 0,98 27,43+ 1,08 a
Pb+ EDTA 51,97 £ 0,50 17,73 £ 0,61 30,28 £ 0,55
Pb+ CV 50 52,07+ 1,01 a 18,37 + 0,90 29,55+ 0,67
Pb + CV 250 51,88 +1,37 18,56 1,21 29,54 + 0,87

Meédia £ EPM. n = 8. Diferengas estatisticas indicadas por: (a) vs controle. p<0,05 (ANOVA Two-way
post-hoc Teste de Bonferroni). Grupo Controle (C), EDTA (EDTA), Chlorella 50 (CV 50), Chlorella
250 (CV 250). Grupo Chumbo (Pb), Chumbo + EDTA (Pb + EDTA), Chumbo + Chlorella 50 (Pb + CV
50) e Chumbo+ Chlorella 250 (Pb + CV 250).
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4.5 Densitometria Radiografica

Os resultados das analises de densidade radiografica (mmAl) encontram-se na Figura
14. A exposi¢do ao acetato de chumbo (Pb) na dose de 250 mg/Kg MC reduziu a densidade
radiografica quando comparada ao grupo controle. Observa-se também reducdo deste
parametro nos grupos EDTA e CV 250 quando comparados ao grupo controle. A
administracdo de EDTA, CV 50 ou CV 250 preveniu a redu¢@o da densidade mineral induzida
pela exposicdo ao acetato de chumbo de forma significativa, o que sugere interagdo entre Pb e
os agentes quelantes como revelaram os resultados da analise ANOVA/UNIANOVA. Outro
dado importante a se destacar, ¢ que ndo houve diferenga entre o grupo CV 50 e o grupo

controle.
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Figura 14: Densidade radiografica obtida por Densitometria Radiografica e expressa em milimetros de
Aluminio (mmAl). Os valores estdo apresentados como média + erro padrdo da média (EPM). Grupo Controle
(C), EDTA (EDTA), Chorella 50 (CV 50), Chlorella 250 (CV 250), Grupo Chumbo (Pb), Chumbo + EDTA (Pb
+ EDTA), Chumbo + Chlorella 50 (Pb + CV 50) ¢ Chumbo + Chlorella 250 (Pb + CV 250). n=8. Diferengas
estatisticas indicadas por: (a) vs controle, (b) vs EDTA, (d) vs CV 250, (e) vs Pb, p<0,05 (ANOVA Two-away

post-hoc Teste de Bonferroni).
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4.6 Atividade da MMP-2 nas tibias

Nas Figuras 15, 16 e 17 estdo os resultados da atividade da MMP-2 em suas isoformas
pro, intermedidria e ativa.

Observa-se que a exposi¢do ao chumbo (Pb) aumentou a atividade da pr6 MMP-2
quando comparada aos grupos controle ¢ CV 50. A administracdo de CV 250 aumentou a
atividade da pr6 MMP-2, enquanto a administragdo de CV 50 reduziu a atividade quando
comparadas ao grupo controle. No grupo Pb + EDTA observa-se diferenca estatistica quando
comparadas aos dos grupos controle ¢ EDTA. Os resultados da analise ANOVA/UNIANOVA
revelaram interagdo entre CV 50 e chumbo. Observa-se redugdo significativa da atividade de
pré MMP-2 no grupo Pb + CV 50 quando comparada ao chumbo, ja quando comparamos Pb

+ CV 50 ao seu grupo CV 50 observa-se aumento.
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Figura 15: Atividade da pr6 MMP-2 (72 KDa) da tibia direita obtida por zimografia e expressa em unidades
arbitrarias (UA). Os valores estdo apresentados como média + erro padrdo da média (EPM). Grupo Controle (C),
EDTA (EDTA), Chorella 50 (CV 50), Chlorella 250 (CV 250), Grupo Chumbo (Pb), Chumbo + EDTA (Pb +
EDTA), Chumbo + Chlorella 50 (Pb + CV 50) e Chumbo + Chlorella 250 (Pb + CV 250). n=8. Diferencas
estatisticas indicadas por: (a) vs controle, (b) vs EDTA, c¢) vs CV 50, (d) vs CV 250, (e) vs Pb, p<0,05
(ANOVA Two-way post-hoc Teste de Bonferroni).

Em relagdo a MMP-2 intermediaria, observa-se atividade aumentada nos grupos
EDTA e CV 250 quando comparadas ao controle, enquanto no grupo CV 50 observa-se

reducdo da atividade em relagdo ao grupo controle. Em animais expostos ao chumbo observa-
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se aumento da atividade de MMP-2 intermediaria quando comparadas aos grupos controle,
EDTA e CV 50 e CV 250. Os resultados da analise ANOVA/UNIANOVA revelaram
interagdo entre chumbo e os agentes quelantes EDTA, CV 50 e CV 250. A administracdo de
EDTA aos animais expostos ao chumbo aumentou ainda mais a atividade de MMP-2
intermediaria quando compara ao chumbo sozinho. No grupo Pb + CV 50 observa-se reducao

da atividade da MMP-2 intermediaria a niveis comparadas ao grupo controle.
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Figura 16: Atividade da MMP-2 Intermediaria (65 KDa) da tibia direita obtida por zimografia e expressa em
unidades arbitrarias (UA). Os valores estdo apresentados como média + erro padrdo da média (EPM). Grupo
Controle (C), EDTA (EDTA), Chorella 50 (CV 50), Chlorella 250 (CV 250), Grupo Chumbo (Pb), Chumbo +
EDTA (Pb + EDTA), Chumbo + Chlorella 50 (Pb + CV 50) ¢ Chumbo + Chlorella 250 (Pb + CV 250). n=8.
Diferencas estatisticas significativas sdo indicadas por: (a) vs controle, (b) vs EDTA, c) vs CV 50, (d) vs CV
250, (e) vs Pb, p<0,05 (ANOVA Two-way post-hoc Teste de Bonferroni).
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Quando a analise ¢ direcionada para a MMP-2 ativa, observa-se da atividade de
MMP-2 ativa no grupo Pb quando comparada aos grupos controle, EDTA ¢ CV 50. Observa-
se aumento da atividade nos grupos EDTA e CV 250 quando comparadas ao controle,
enquanto no grupo CV 50 observa-se redugdo da atividade em relagdo ao grupo controle. Os
resultados da analise ANOVA/UNIANOVA revelaram interagdo entre chumbo e os agentes
quelantes EDTA, CV 50 e CV 250. A administragdo de EDTA aos animais contaminados
aumentou ainda mais a atividade de MMP-2 ativa quando comparada ao grupo Pb. No grupo
Pb + CV 50 observa-se reducdo da atividade da MMP-2 ativa em relacdo ao grupo Pb a niveis

semelhantes aos do grupo controle.
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Figura 17: Atividade da MMP-2 Ativa (62 KDa) da tibia direita obtida por zimografia e expressa em unidades
arbitrarias (UA). Os valores estdo apresentados pela média + erro padrdo da média (EPM). Grupo Controle (C),
Grupo EDTA (EDTA), Grupo Chorella 50 (CV 50), Grupo Chlorella 250 (CV 250), Acetato de Chumbo (Pb),
Acetato de Chumbo + EDTA (Pb + EDTA), Acetato ¢ Chumbo + Chlorella 50 (Pb + CV 50) ¢ Acetato de
Chumbo + Chlorella 250 (Pb + CV 250). n=8. Diferencgas estatisticas indicadas por: (a) vs controle, (b) vs
EDTA, ¢) vs CV 50, (d) vs CV 250, (e) vs Pb, p<0,05 (ANOVA Two-way post-hoc Teste de Bonferroni).
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5 DISCUSSAO

No presente estudo nosso interesse estava focalizado na possivel influéncia protetora
da administracao do extrato de Chlorella vulgaris sobre as alteragdes das propriedades fisicas
e biomecanicas 6sseas em ratos expostos ao Acetato de Chumbo.

O chumbo ¢é reconhecido como um dos metais mais toxicos (BARBOSA et al., 2009).
Apenas 1 hora ap6s a absorcao intestinal, o chumbo ¢ capaz de se acumular no osso, figado,
rim, cérebro e outros o6rgdos (MANSOURI, CAULI, 2009). Em nosso estudo, as
concentragdes de chumbo aumentaram significativamente no sangue, figado, rim, cérebro,
fémures, vértebras e nas tibias de animais expostos ao acetato de chumbo sozinho. A presenga
de chumbo no sangue e nos varios 6rgaos estudados dos animais do grupo controle reflete a
natureza onipresente desse metal e sua presenca na dieta e solo.

A terapia quelante com EDTA reduziu significativamente (30,8 %) a concentragao de
chumbo sanguinea (Tabela 1). Essa redu¢ao de Pb sanguinea reduziu a reten¢do de chumbo no
figado, rim, cérebro e tecido Osseo (Tabelas 4, 5 e 6). Sabe-se que o EDTA aumenta a
excre¢do urindria desse metal pelo aumento da secre¢do tubular (CIKRT, LEPSI, TICHY,
1982; SANCHES-FLUCTUOSO et al., 2002). Outros trabalhos demonstraram que a terapia
quelante com EDTA reduz a concentra¢do de Pb sanguinea e consequentemente a reten¢do de
chumbo em outros 6rgdos como figado, rim, cérebro e tecido 6sseo (CORY-SLECHTA,
WEISS, COX, 1987; TANDON, SINGH, JAIN, 1994; ANGUELOV, CHICHOVSKA, 2004;
SAXENA, FLORA, 2004).

A administragdo de CV nas doses de 50 e de 250 mg/Kg MC reduziram
significativamente as concentragdes de chumbo sanguinea em 26,4 % e 44%, respectivamente,
levando a redugdo da concentracdo de chumbo no figado, rim, cérebro (Tabela 1) e, inclusive

no tecido dsseo (Tabelas 4, 5 e 6). Varios estudos (QUEIROZ et al., 2003; QUEIROZ et al.,
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2008; QUEIROZ et al., 2011) mostraram que o efeito quelante da alga foi elevado quando CV
foi dada simultaneamente a exposi¢do ao acetato de chumbo. A capacidade quelante da CV
esta relacionada ao fato que estd alga previne a absor¢do gastrointestinal de chumbo e
promove excre¢ao deste metal como descrito por UCKIKAWA et al. (2009). CV tem alta
afinidade ao chumbo e esta propriedade de ligar metais estd relacionada a presenga de
cloroplastos na parede celular, uma organela rica em enxofre, potassio, célcio e fosforo
(TRAVIESSO et al., 1999; QUEIROZ et al., 2008). A habilidade de compostos contendo
grupos sulfidrilas de quelar metais ja esta bem estabelecida na literatura e pode ser um fator
envolvido nos resultados observados nesse estudo (SINICROPI et al., 2010).

A reducdo da concentracao de zinco sanguinea apos exposi¢ao ao chumbo (Tabela 2)
pode ser devido ao desequilibrio do transporte e distribui¢do do zinco no organismo, além de
alteracdo da atividade de enzimas zinco-dependentes (CHUN BALI et al., 2004; FLORA, 2009;
NABIL, 2012). JIN et al. (2008) explicam que a redu¢do da concentra¢do de zinco no sangue
em animais expostos ao chumbo ocorre devido a presenga de proteinas com alta afinidade
ligante de chumbo em eritrocitos. Assim, o 4acido &-aminolevulinato-deidratase (ALAD)
possui quatro cisteinas reativas que ligam chumbo e dois diferentes sitios ligantes para zinco.
A ligacao de Pb ¢ cerca de 20 vezes mais forte do que a ligacao para o Zn, portanto o chumbo
pode substituir o zinco nessas ligacdes, levando a reducdo do Zn sanguineo (SIMMONS,
1995; JAFFE et al., 2001). Outros estudos (VICTERY et al., 1986; THOMAS, CHISOLM,
1986; WASOWICZ, RYDYNSKY, 2001, TANDON, 2002; WANG et al., 2011) também
relataram a redugdo da concentracdo de zinco sanguinea em animais expostos ao chumbo,
possivelmente devido ao aumento da excre¢ao de zinco urinario. Outro importante ponto a ser
considerado ¢ que a suplementacdo com zinco pode bloquear a absor¢ao intestinal de chumbo
pela inducdo de metalotioneina intestinal e reduzir a deposi¢do nos tecidos (JAMIESON,

TAYLOR, WEILER, 2006). O tratamento com CV e EDTA nao foram capazes de restaurar a
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concentracdo de zinco sanguinea em animais expostos ao chumbo. De acordo com nossos
resultados e de outros estudos, a suplementa¢do com zinco durante e apds envenenamento
com chumbo seguida de terapia quelante pode ser benéfica (FLORA, TANDON, 1990).

O aumento da concentragdo de zinco no figado (Tabela 2), ap6s exposi¢cao ao chumbo
neste estudo esta de acordo com os resultados de SUZUKI, YOSIKAWA, 1976. A
administracdo de chumbo aumenta a concentragdo de zinco metalotioneina no figado
(ARIZONO et al., 1982; ARIZONO et al., 1983). Metalotioneina ¢ uma proteina rica em
cisteina que protege o organismo do envenenamento por metais toxicos e esta envolvida com
a homeostase de elementos minerais. A sintese de metalotioneina ¢ induzida por metais
pesados como o chumbo (FUJISHIRO et al., 2009). A metalotioneina sintetizada em resposta
ao chumbo pode se ligar a este metal para elimina-lo do organismo. Essa proteina tambem
poderia estar se ligando ao zinco liberado pelo chumbo de outros 6rgios, como o 0sso. A
zinco metalotioneina pode entdo ter sido transportada e estocada no figado (GASIOROWSKI
et al. 1987), levando ao aumento de zinco encontrado neste estudo.

A homogeneidade de massa ¢ uma varidvel importante, porque a massa corporal
exerce estresse mecanico sobre os 0ssos e contribui para o ganho de massa 6ssea (BUR,
ROBLING, TURNER, 2002). Nao observamos modificagdes do desenvolvimento somatico
dos animais (nenhuma alteragdo da massa corporal e parametros biométricos). Nossos
resultados corroboram os resultados de outros estudos que ndo observaram mudangas da
massa corporal dos animais expostos ao acetato de chumbo (HAN et al., 1997; SMITH,
MIEKE, HENEGHAN, 2008).

Em relacdo aos pardmetros biométricos, as medidas de comprimento dos fémures e
altura da quintas vértebras lombares (L5) dos animais nos diferentes grupos experimentais nao
mostraram diferencas estatisticas. Em relagdo ao comprimento dos fémures, nossos dados

corroboram os de ESCRIBANO et al. (1997) e GONZALEZ-RIOLA et al. (1997), nos quais
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os autores ndo encontraram diferencas significativas do comprimento dos fémures em ratos
intoxicados com 17 mg de acetato de chumbo por Kg de alimentagdo durante 50 dias. Em
contraste aos nossos resultados, ESCRIBANO et al. (1997) encontraram diferengas
significativas da altura das vértebras. HAMILTON e O’FLAHERTY (1995) observaram que o
chumbo promoveu alteragcdes morfologicas metafisarias e nas placas de crescimento em 0ssos
de ratos de intoxicados com 1000 ppm de chumbo na dgua consumida quando comparado aos
animais controles. RONIS et al. (2001) demonstraram que a exposi¢cdo ao chumbo causou
inibi¢do da osteoblastogénese ¢ do crescimento 6sseo longitudinal.

As metaloproteinases de Matriz (MMPs) formam uma familia de proteases zinco
dependentes, contendo um grupo sulfidrila no dominio do pro-peptideo coordenado com o ion
zinco (VISSE, NAGASE, 2003). Distarbio desta interacdo ¢ critico para ativagdo de MMPs e
um mecanismo denominado de “cysteine switch” tem sido descrito para ativagdo de MMPs
(ROSENBLUM et al., 2007). Essas enzimas sdo encontradas nos tecidos como pro-MMPs
(KJAER, 2004) e sua ativacdo (MMP-2 ativa) ¢ altamente regulada por fatores de
crescimento, citocinas, estresse oxidativo, fosforilagdo e inibidores enddgenos de MMPs
(TIMPs) (GALIS, KHATRI, 2002; NELSON, MELENDEZ, 2004; VAN Den STEENET et
al. 2002; PUSTOVRH et al., 2005; CARMELI et al., 2005; GORMAN, SPANOVIC, HAAS,
2011), tornando-se portanto cruciais em diversos eventos fisioldgicos e patoldgicos, como o
desenvolvimento embrionario, angiogénese, reparo de feridas, artrite reumatoide, metastases,
remodelamento ¢ homeostase mineral 6ssea (SHOREY, HEERSCHE, MANOLSON, 2004;
GALIERA et al., 2010; GALIERA, BANFI, CORSI, 2010). A MMP-2, em sua forma ativa
(62 KDa), ¢ a MMP-2 mais importante na manuten¢do da massa 6ssea. Evidéncias clinicas
correlacionam os niveis de reabsor¢do e perda Ossea na osteoporose com o aumento da
expressdo de diferentes MMPs, particularmente MMP-9, MMP-1 ¢ MMP-2 (LOGAR et al.,

2007, GALIERA, BANFI, CORSI, 2010).
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Em nosso estudo, a exposi¢do ao chumbo sozinho aumentou significativamente a
atividade das isoformas pro, intermediaria e ativa da MMP-2 quando comparado ao grupo
controle (Figuras 15, 16 e 17, respectivamente), corroborando com os resultados obtidos por
GONZALEZ-PUEBLA et al. (2012), que demonstraram aumento da atividade de MMP-2 e
reducdo da expressao de TIMP-2 em placentas de mulheres expostas ao chumbo. BARBOSA
et al. (2006) demonstraram uma associagdo positiva entre a atividade de pro MMP-9 e niveis
sanguineos de chumbo, sugerindo um possivel mecanismo pelo qual a exposi¢do ao chumbo
pode aumentar a suscetibilidade a doencas cardiovasculares. O chumbo pode ativar
diretamente a MMP-2 por interagir com o residuo SH, assim causando instabilidade do
residuo de cisteina critico no dominio do pré-peptideo, pertubando sua interagdo com o ion
Zn*", no qual deve resultar em uma enzima ativa (RIZZI et al., 2009). Esta ativacdo deve
resultar em aumento da atividade de MMP-2, uma possibilidade que explicaria o aumento da
atividade gelatinolitica observada nesse estudo na tibia de animais expostos ao chumbo no
qual encontramos niveis aumentados de MMP-2 ativa (62 Kda) nos zimogramas.

Alternativamente, o chumbo pode ativar a MMP-2 indiretamente por promover
estresse oxidativo em diversos tecidos (GALIS, KHATRI, 2002; NELSON, MELENDEZ,
2004; VAN Den STEENET et al. 2002; SWARNAKAR et al., 2011; MODY et al., 2001;
FLORA et al., 2002; NI et al., 2004; VAZIRI, SICA, 2004; SHEWEITA, KHOSHHAL,
2007), inclusive no tecido 6sseo (GURER, ERCAL, 2000; PAYAL, KAUR, RAI, 2009). Com
aumento do estresse oxidativo aumenta a expressao e atividade de MMP-2 e MMP-9 (GALIS,
KHATRI, 2002; NELSON, MELENDEZ, 2004; VAN Den STEENET et al. 2002;
PUSTOVRH et al., 2005), sendo possivel que a exposicdo ao chumbo aumente o estresse
oxidativo em ossos de animais expostos a este metal, resultando em aumento da atividade de
MMP-2. Portanto, o chumbo pode aumentar a atividade das MMP-2 por duas diferentes

maneiras, por ativa-la diretamente através da interagdo com o grupo sulfidrila do pro-peptideo
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ou aumentando as concentragdes de EROs. Entretanto, apesar de evidéncias mostrarem que o
chumbo inibe MMPs in vitro (GERLACH, et al., 2000), nosso estudo in vivo mostram que
chumbo aumenta a atividade de MMP-2 no tecido 6sseo. Como relatado por RA e PARKS
(2007), oxidantes tanto podem ativar (através da oxidagdo do pré-dominio tiol seguido por
clivagem autolitica) e subsequentemente inativar (via modificagdo de aminoacidos criticos
para a atividade catalitica), o que poderia explicar as divergéncias de estudos in vitro e in vivo
sobre os efeitos do chumbo sobre as MMPs. O aumento da atividade de MMP-2 ativa
promove degradacdo dos componentes da matriz.

A inibi¢do da atividade de MMP-2 prd, intermediaria e ativa no grupo CV 50 sozinho
e no grupo exposto ao chumbo e tratado com CV 50 (Chlorella vulgaris — 50 mg/Kg MC)
pode ser devido a presenga de varios antioxidantes na alga. Alguns estudos demonstraram a
propriedade antioxidante de Chlorella contra doencas, metais toxicos € exposi¢do a outros
contaminantes (VIJAYAVEL, ANBUSELVAM, BALASUBRAMANIAN, 2007; SON et al.,
2009; AIAZZAT et al., 2010; LI et al., 2013). A inibi¢do de MMPs por Chlorella tem sido
demonstrada in vitro (CHENG et al., 2004). Em outro estudo conduzido por SHIH, CHERNG
(2008), usando cultura de fibroblastos, os autores observaram que Chlorella inibiu a produgao
da proteina e expressdo do RNAm da MMP-1.Chlorella contém muitos antioxidantes como
clorofila, luteina, a-caroteno, B-caroteno, acido ascérbico, e a-tocoferol, e grande quantidade
de outras vitaminas, minerais e fibras (SHIM et al., 2008), além de altas concentragdes de
fitoquelatinas (PCs), que sao olipeptideos de glutationa capazes de ligar fortemente ions
metalicos (Pb>", Cd*") e metais essencias (Zn’" ¢ Cu*” (QUEIROZ et al., 2008). Outros
compostos como polifendis (acido galico) e flavonodides (quercetina) tem sido extraidos de
Chlorella vulgaris pela técnica de extragdo usando didxido de carbono supercritico, sendo
estes compostos potentes antioxidantes capazes de inibir a atividade de MMPs (WANG et al.,

2010).
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Nossos resultados confirmam o fato bem conhecido que o tecido 6sseo € o principal
local de acuimulo de chumbo no organismo (MASSIE, AIELLO, 1992; McNEILL et al.,
2000). FERGUSON et al. (1998) verificaram que a concentracdo de Pb nos fémures de ratas
apos ingestdo de solugdo de acetato de chumbo de 350 mg/mL foi 32,1 + 5,0 ugPb/g. Além
disso, podemos considerar que a produgdo de metalotioneinas estd relacionada com a
deposicdo de chumbo no tecido 6sseo e que a sua producao estimulada por metais pesados ¢
maior no osso trabecular do que no osso cortical (ODA et al., 2001; BRANDAO et al., 2005;
PEIXOTO et al., 2007), o que poderia explicar as concentragdes de chumbo mais elevadas
encontradas nas vértebras (L4) de animais expostos ao metal. LIAO et al. (2008), usando a
técnica de espectometria de absor¢do atdmica, observaram concentragdo de chumbo de 373,15
+ 39,53 pg/g em fémures de camundongos tratados com solugdo de acetato de chumbo de 550
mg/L na agua consumida pelo animais por 4 semanas, em relagdo a concentragdo de chumbo
(0,47 £ 0,19 pg/g) dos animais controle.

Sabe-se que a incorporagdo de chumbo ao osso interfere com a deposi¢do de Ca e
Mg, que s3o elementos essenciais para o processo de mineralizagdo 6ssea (HAMILTON,
O’FLAHERTY, 1994; HAMILTON, O’FLAHERTY, 1995; JELEA, JELEA, 2009;
AASETH, BOIVIN, ANDERSEN, 2012). Este metal em baixas concentragdes pode fazer
parte da estrutura da hidroxiapatia, influenciando sua formagao e crescimento (DOWD et al.,
2001). Nesse estudo, a exposi¢cdo ao chumbo reduziu as concentragdes de calcio e magnésio
nas quartas vértebras lombares (L4) (Tabela 5). Nos fémures observa-se redugdo da
concentragdo de magnésio no grupo exposto ao chumbo. Esses resultados estdo de acordo com
os de MONIR et al. (2010), que relataram uma redug@o na razdo de compostos minerais no
tecido Osseo de ratas expostas a dose de 250 mg Pb/L, durante 4 semanas. Outro estudo
(TODOROVIC et al., 2008) revelou que ratos expostos a 100 mgPb/Kg MC, durante 30 dias,

tem redugio de 16% do célcio dos ossos. Isto é devido a uma maior afinidade de Pb>" para o
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0SS0, em comparagao com Ca2+; Pb*" substituiria 0 Ca*" na matriz mineral ossea, diminuindo
assim o teor de Ca®™ do osso. Outro estudo (VICTERY et al., 1986), conduzido em ratos
expostos a dose de 200 e 500 ppm de chumbo por 12 semanas, mostrou reducdo da
concentragdo de calcio no fémur, acompanhada de excrecao de calcio aumentada na urina. A
manifestagdo da intoxicagdo de chumbo no osso ¢ sem duvida resultado de complexas
interagdes: efeitos enddcrinos sistémicos, processos celulares 6sseos € processos quimicos na
matriz 6ssea. Além disso, a toxicidade do chumbo no esqueleto, alteracdo do metabolismo
mineral 6sseo e metabolismo do chumbo dsseo, podem ser identificados no contexto de uma
complexa interacdo entre chumbo e reguladores sistémicos (1,25 dihidrovitamina D3,
horménio da paratiredide, glicocorticoéides) e reguladores locais (citocinas, fatores de
crescimento e prostaglandinas) (POUNDS, LONG, ROSEN, 1991; SILBERGELD, 1991;
KUPRASZEWICKZ, BROZOSKA, 2013). A reducio da concentracdo de calcio 0Osseo
observada nesse estudo, sem alteragdo significativa da concentracdo de calcio sérico
observada em animais expostos ao chumbo, pode ser devido a uma ac¢do compensatoria dos
hormdnios calcitotréficos supracitados e a influéncia do chumbo sobre o metabolismo
mineral, levando ao aumento da reabsor¢do Ossea e manuten¢do da concentragdo de calcio
sérica (FULLMER, 1991; BERGLUND et al., 2000; CIVITELLI, ZIAMBARAS,2011). No
envenenamento agudo em ratos, bem como em envenenamentos devido a exposicao
ocupacional em humanos, pode-se observar magnesuria, causando uma diminui¢do da
concentragdo de magnésio nos ossos, figado e rim (WHO, 1995). Além disso, estudos em
humanos e animais mostram que a administragdo oral de chumbo pode diminuir a absor¢ao de
calcio e magnésio e suas concentragdes no figado, rim, ossos e dentes (AUNGST, FUNG,
1981; VARNAI et al., 2003).

O tratamento desses animais com CV (250 mg/Kg MC) produziu uma parcial, mas

significativa, restauracdo da concentragdo de calcio na vértebra (L4), o que poderia estar
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relacionado com a presenga de célcio na alga Chlorella, aumentando a absor¢ao desse mineral
e sua incorporacao no tecido 6sseo (HASEGAWA et al., 1990; SHIM et al., 2008).

O osso contém varios elementos traco. A fungdo dos elementos traco é manter o
metabolismo 6sseo. Entre esses elementos, o Zn possui um papel no metabolismo 6sseo,
agindo como co-fator de diversas enzimas, incluindo fosfatase alcalina, a qual ¢ essencial para
mineralizagdo 6ssea, € colagenases, que sao necessarias ao remodelamento da matriz (ILICH,
KERSTETTER, 2000). O zinco também possui um papel estrutural na matriz dssea: a parte
mineral dssea ¢ composta de cristais de hidroxiapatita, que contém zinco complexado com
fluoreto (LOWE, FRASER, JACKSON, 2002). Redugdo da densidade mineral 6ssea (DMO),
osteocalcina sérica e concentragao de zinco no fémur tem sido relatados em ratos tratados com
uma solugdo de acetato de chumbo de 200 mg/L durante 7, 14 ou 21 na agua de beber e
recebendo dieta deficiente de zinco (JAMIESON, TAYLOR, WEILER, 2006). Em outro
estudo conduzido por SCRIMGEOUR et al. (2007), em ratos recebendo dieta deficiente de
zinco (0-2 ppm) por 45 dias, os autores demonstratam redugdo da carga maxima, carga de
fratura ¢ deslocamento maximo. Em nosso estudo observamos reducdo da concentragdao de
zinco sanguinea, no fémur, na vértebra L4 e na tibia de animais expostos ao chumbo (Pb)
quando comparados ao controle. Em um estudo conduzido em ratos neonatos, MILLER et al.
(1984) encontraram que exposi¢do a baixas doses de chumbo diminuia significativamente a
concentragdo de zinco no fémur dos animais. Em outro estudo com animais recebendo 1000
ppm de Pb via 4gua de beber por 4 semanas e EDTA na dose de 75 mg/Kg MC por 5 dias, os
autores nao observaram alteracdo da concentragdo de zinco no fémur (FLORA,
BHATTACHARIA, VIJAYAHARAGHAVA, 1995).

A terapia quelante com EDTA preveniu parcialmente a redugdo da concentragdo de
zinco no fémur em animais expostos ao chumbo. O EDTA ¢ um agente quelante que pode

melhorar (KRATZER et al., 1959; FORBES, 1961; SUSO, EDWARDS, 1968) ou reduzir
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(SOLOMONS et al., 1979) a absor¢ao de zinco, dependendo da razdo Zn/EDTA no limen
intestinal (SUSO, EDWARDS, 1968; SOLOMONS et al., 1979). Essa prevengao da reducao
de zinco femoral pela administracdo de EDTA em animais expostos ao chumbo possivelmente
seja devido a capacidade do EDTA aumentar a absor¢do de zinco e consequentemente
aumentar a concentra¢ao de zinco no 0sso, como descrito por FORBES (1961).

A administragdo de CV 50 ou CV 250 ndo preveniu a redu¢do da concentragdo de
zinco 0sseo. Os resultados desse estudo discordam dos resultados encontrados por QUEIROZ
et al. (2011), no qual o tratamento com CV na dose de 50 mg/ Kg MC restaurou parcialmente
a concentracao de zinco no fémur, reduzida apés exposi¢do a concentracdo de 1000 ppm de
chumbo. Os autores relacionam tal efeito a presenga de diversos minerais como calcio, fésforo
e zinco na alga.

A determinacdo do volume dsseo foi realizada indiretamente através do principio de
Arquimedes, um métodos simples e confiavel (MARTIN, 1990). Houve reducdo do volume
dos fémures do grupo EDTA e Pb quando comparados ao grupo controle. Sabe-se que
administracdo de EDTA resulta em excre¢do de calcio induzindo hipocalcemia em animais
(PEREIRA et al., 2008) ¢ humanos (FLORA, PACHAURI, 2010). Redugdo da concentragao
de célcio poderia estar afetando o desenvolvimento dos animais, como a redugao observada na
massa umida e massa das cinzas dos fémures observa nesse estudo e alteragdes no processo de
mineralizagdo 0ssea, levando a redugdo de volume em animais recebendo EDTA sozinho. A
administracdo de EDTA nio alterou a densidade mineral 6ssea, discordando dos resultados
encontrados por (BAGCHI, PREUSS, 2005), em que os autores demonstraram que animais
recebendo EDTA sozinho (20 mg/Kg MC) tiveram a densidade mineral significativamente
reduzida. Um estudo anterior em humanos mostrou que a administragdo de 20 repetidas
infusoes diarias de 3 gramas de EDTA, durante um periodo de 5-9 semanas, aumenta a

secre¢do de PTH induzindo aumento da reabsor¢do éssea e redugdo da fosfatase alcalina,
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mostrando que o tratamento com EDTA ¢ acompanhado por perda ¢ssea (GULDAGER et al.,
1993).

Nas vértebras (L5) dos animais tratados com Pb, observa-se redu¢ao do percentual
mineral 6sseo (Tabela 14), levando a redugdo da densidade mineral 6ssea (Tabela 12). Um
estudo anterior ndo encontrou nenhum efeito da exposi¢do ao chumbo sobre a densidade
mineral em camundongos machos (MASSIE, AIELLO, 1992). Provavelmente esta nao
reducdo se deve a dose de exposi¢do (menos do que 1 ppm) muito baixa, comparado a dose
usada nesse estudo e em outros (GRUBER et al, 1997; BAGCHI, PREUSS, 2005;
CARMOUCHE et al., 2005; KHALIL et al., 2008; BEIER et al., 2013), nos quais se observa
reducdo da densidade mineral 6ssea. Porém, em nosso estudo apesar da redug¢ao da densidade
mineral, ndo se observa alteragdo dos parametros biomecanicos nas vértebras (L5). Alguns
autores sugerem que a reducdo da resisténcia dssea esta relacionada a redugdo da densidade
mineral (OGOSHI, NANZAI, MORIYAMA, 1992; JARUP, 1998). Entretanto, outros fatores
além da densidade mineral estdo envolvidos, como as propriedades geométricas (rede
trabecular e macroestrutura cortical) e propriedade materias (calcificagdio da matriz e
composi¢ao e arranjo espacial dos cristais, fibras coldgenas e lamelas) (COMELEKOGLU et
al., 2007; RONIS et al., 2001; MONIR et al., 2010), o que explicaria os resultados
encontrados nesse estudo.

O tecido o6sseo ¢ um tecido ativo metabolicamente que sofre continuo
remodelamento durante a vida. Esse processo consiste na reabsor¢ao dssea pelos osteoclastos
e sintese osteoblastica de uma matriz organica e sua mineralizagdo (PEEL, 2012). Distarbios
no balango entre a formacdo e reabsorcdo dssea causados por numerosos xenobioticos,
incluindo metais toxicos (MONIR et al., 2010; KUPRASZEWICZ, BROZOSKA, 2013), tem
sérias consequéncias para a saude Ossea, entre as quais destaca-se a perda de massa Ossea

(GRUBER et al., 1997, BAGCHI, PREUSS, 2005) e aumento da taxa de fraturas devido ao
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enfraquecimento das propriedades biomecanicas (RONIS et al., 2001; CONTI et al., 2012;
BEIER et al., 2013). Nesse estudo observamos que exposi¢ao a Acetato de Chumbo reduziu a
carga maxima, a resiliéncia e a rigidez da diafise femoral (Figuras 8, 10 ¢ 12). Outros estudos
tem relatado reducdo da resisténcia 6ssea devido a exposi¢cdo ao chumbo (RONIS et al., 2001;;
MONIR et al., 2010; CONTI et al., 2012; BEIER et al., 2013). SEEMAN et al. (2001)
encontraram uma associa¢do entre fraturas de quadril ¢ volume reduzido de fémures. Em
nosso estudo, o volume 6sseo dos fémures de animais expostos estava reduzido. Esta variavel
¢ de grande importancia para determinagdo da forga dssea (SEEMAN et al., 2001; SEEMAN,
2003). Adicionalmente, nossos resultados biomecanicos podem sugerir que algum distirbio
no metabolismo do colageno poderia estar ocorrendo em animais exposto ao chumbo. Uma
possivel explicagdo para esses resultados foi relatada por outros autores que demonstraram
que a produgdo de pequenos cristais dsseos durante exposi¢do ao chumbo possui um papel na
reducdo da resisténcia 6ssea (MONIR et al., 2010).

Alguns possiveis mecanismos levando a alteracdo da densidade mineral dssea e ao
enfraquecimento das propriedades biomecanicas dsseas em animais expostos ao chumbo tem
sido relatados (MONIR et al., 2010; BEIER et al., 2013; KUPRASZEWICZ, BRZOSKA,
2013). Eles envolvem alteracdes no processo de formacao da matriz e sua mineralizagdo, ¢ a
estimulag@o da reabsorcdo dssea via ac¢do direta sobre as céluas dsseas ¢ agdo indireta sobre o
metabolismo do calcio e vitamina D devido a dano renal e gastrointestinal. Outro possivel
mecanismo poderia ser resultado do estresse oxidativo e peroxidagao lipidica sobre as céluas
osseas (GRUBER et al., 1997; MIYAHARA et al., 1997; BAGCHI, PREUSS, 2005, MONIR
et al., 2010). Estresse oxidativo tem sido relacionado com perda dssea (SANCHEZ et al.,
2007; LIU et al., 2008; SHEN et al., 2008; PAYAL, KAUR, RAI, 2009). Devido a alta
afinidade do chumbo a grupos sulfidricos, modificagdo de grupos tidis em proteinas de

membrana, peptideos ¢ amino acidos podem ocorre através de producao indireta de produtos
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oxidativos e mudanca do estado redox da célula. A interagdo de metais pesados com grupos
sulfidricos resulta em inibicdo das enzimas antioxidantes que estimulam a formagdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs), portanto aumentando peroxidacdo lipidica, danos ao
DNA ¢ alteragcdes da homeostase de calcio e zinco, além de inibicdo da divisdo celular
(KLEIN, WIREN, 1993; MIYAHARA et al., 1995; CHUN BAI et al., 2004).

Uma possivel explicagdo para o efeito diferencial do chumbo sobre os parametros
fisicos e biomecanicos 6sseos entre fémures e vértebras pode ser a diferenga de composicao
Ossea e predominancia de osso cortical ou trabecular. O osso cortical ou trabecular sdo de
diferentes composi¢des (NINOMIYA et al., 1990), tempo de remodelamento (ERIKSEN et
al., 1993), taxa de atividade metabodlica (RICO et al., 1994) e possuem diferentes respostas a
medicamentos (LAAN et al., 1993). Outros autores (CHRISTOFFERSSON et al., 1987;
GUIMARAES et al., 2012) relataram diferencas da afinidade do chumbo ao osso trabecular e
cortical.

Nesse estudo, a administragdo de CV preveniu as alteragdes dsseas induzidas pelo
acetato de chumbo em fémures e vértebras. Os efeitos protetores da CV ¢ EDTA consistiram
em prevenir a redu¢do da forca maxima, rigidez e resiliéncia dos fémures e redugdo da
densidade mineral 6ssea em vértebras em animais expostos ao chumbo. Alguns possiveis
mecanismos poderiam estar envolvidos, incluindo as promovidas pelas propriedades quelante
e antioxidante da CV ocorrendo em estagios de absor¢do e captagdo do chumbo no esqueleto
bem como em estagios de sua a¢do sobre o 0sso. A suplementagdo com Chlorella pode reduzir
a absor¢do gastrointestinal de chumbo e sua acumulagdo no organismo, reduzindo os seus
efeitos toxicos, incluindo danos a outros tecidos como o osso (UCHIKAWA et al., 2009;
PAYAL, KAUR, RAI, 2009). Nosso resultados corroboram com os de QUEIROZ et al., 2008,
em que a suplementacdo com Chlorella reduziu a concentracdo de chumbo no sangue, figado,

rim e o0sso. Esses resultados indicam que os efeitos benéficos de Chlorella sobre as
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propriedades biomecanicas sao parcialmente devido a reducdo do contetido de chumbo no
tecido Osseo, sugerindo assim um efeito téxico direto do chumbo como consequéncia de sua
presenga nas células 6sseas. Sabe-se que a toxidade do chumbo em células dsseas pode ser
resultado do estresse oxidativo e peroxidacdo lipidica devido a alta afinidade dos metais
pesados a grupos sulfidrilicos, reduzindo a atividade de enzimas antioxidantes e a prote¢ao
celular (PAYAL, KAUR, RAI, 2009). A geracao de EROs, tais como radical superéxido (O,-
), peroxido de hidrogénio (H,0O,), radicais hidroxil (.OH) e hidroperoxido lipidico (LPO),
como resultados de efeitos toxicos de metais pesados sdo conhecidos por danificar varios
componentes celulares incluindo proteinas, lipideos de membrana e acidos nucléicos (YUN et
al., 2011). Assim, sugerimos que a atividade antioxidante de CV poderia proteger as células
Osseas de dano oxidativo pela competicao entre CV e grupos tidis da enzimas e proteinas para
chumbo. Além disso, o efeito protetor de CV da toxicidade induzida por chumbo em tecido
6sseo pode ser devido a muitos ingredientes bioativos em CV, os quais reagem com varios
EROs bem como o inibem o processo de oxidagdo em lipideos e compartimentos célulares. As
fitoquelatinas (PCs), o-caroteno, P-caroteno e a-tocoferol tem sido sugeridos como os
responsaveis pela atividade antioxidante de Chlorella vulgaris (SIMMONS et al., 2009; YUN
et al., 2011; QUEIROZ et al., 2011). Em um estudo conduzido por YUN et al. (2011), em
ratos expostos a dose de 200 mg/L de chumbo por 4 semanas, os autores demonstraram
reducdo da concentragdo de chumbo sanguinea, cérebro, figado e rim apos ingestdo de racao
contendo 2%, 5% e 10% de Chlorella na dieta. Além disso, os animais expostos ao chumbo
apresentavam redu¢do da atividade das enzimas antioxidantes (SOD, GR) e da concentracio
de GSH, além de aumento da peroxidagdo lipidica no cérebro. A administracdo de Chlorella
reduziu o dano induzido pelos radicais livres por acdo direta na reducdo da peroxidacao
lipidica e indiretamente estimulando a atividade das enzimas antioxidantes (SOD, GR) e

aumento da concentragdo de GSH reduzidas em animais expostos ao chumbo.
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Como agente quelante, EDTA ¢ um sal que forma um complexo estdvel com
chumbo que pode blindar o ion metalico de alvos bioldgicos, portanto reduzindo sua
toxicidade. A protegdo de EDTA sobre o osso pode estar ocorrendo pela sua habilidade para
quelar chumbo do sangue como demonstrado neste estudo e reduzir sua toxicidade sobre
orgaos alvo, tal como o osso. Adicionalmente outros estudos mostraram que EDTA pode
reduzir a concentracdo de chumbo sanguineo e d6sseo (CORY-SLECHTA, 1987; FLORA,
TANDON, 1990; SANCHES- FLUCTUOSO et al., 2002). Diante desses resultados prévios,
sugere-se que o EDTA quelando o chumbo teria uma atividade benéfica sobre as propriedades
biomecanicas de fémures e densidade mineral das vértebras L5 em animais expostos ao
chumbo. Outro possivel mecanismo sugere o envolvimento da atividade antioxidante de
EDTA que poderia proteger as células dsseas pela inducdo de enzimas antioxidantes,
reduzindo assim os produtos do estresse oxidativo e danos oxidativos sobre células osseas.
Um estudo recente sobre hepatotoxicidade em animais induzida por tetracloreto de carbono
(CCy), o tratamento com EDTA induziu aumento da concentragdo de GSH e reduziu a
peroxidagao lipidica (ROUSSEL et al., 2009). Também, um segundo estudo demonstrou que a
terapia quelante com EDTA exerceu protecdo antioxidante in vivo para o DNA e lipideos

(CUEVAS et al., 2009).
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6 CONCLUSOES

A exposicdo a 250 mgPb/Kg MC e suplementagdo com Chlorella vulgaris e

EDTA em animais expostos ao acetato de chumbo, uma vez por semana, durante 8 semanas,

permitiu observar:

Aumento das concentragdes de chumbo sanguinea e nos diversos 6rgdos (figado, rim,
cérebro e tecido 6sseo) de ratos expostos a dose de 250 mg/Kg MC de acetato de
chumbo. O tratamento com CV ou EDTA reduziu significamente as concentracdes de
chumbo sanguinea, levando a reducdo da retencdo deste metal nos diversos 6rgdos
estudados (figado, rim, cérebro e 0sso0).

Reducdo da concentracdo de zinco sanguinea, no fémur, na vértebra L4 e na tibia de
animais expostos a este metal. A terapia quelante com EDTA preveniu a redugdo da
concentracdo de zinco no fémur em animais expostos ao chumbo, enquanto a
administracao de CV 50 ou CV 250 nao teve tal efeito.

A exposicdo ao chumbo causou reducdo da concentragdo de calcio e magnésio na
vértebra L4. Nos fémures observa-se reducdo da concentracdo de magnésio no grupo
exposto ao chumbo. O tratamento desses animais com CV (250 mg/Kg MC) produziu
uma parcial, mas significativa, restaura¢do da concentragdo de célcio na vértebra (L4).
Reducdo da carga maxima, resiliéncia e rigidez em fémures no grupo exposto ao
chumbo, indicando a habilidade deste elemento para danificar a qualidade do tecido
0sseo. Nas vértebras (L5 e L3) foi possivel observar reducdo da densidade mineral
Ossea e densidade radiografica em animais expostos a este metal, mas ndo se observa
alteracdo dos parametros biomecanicos das vértebras. Os efeitos protetores da CV e

EDTA consistiram em prevenir a redugdo da for¢a maxima, rigidez e resiliéncia dos
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fémures e reducdo da densidade mineral dssea em vértebras em animais expostos ao
chumbo.

Aumento da atividade de MMP-2 pro, intermedidria e ativa em animais expostos ao
metal e redugdo a niveis comparados ao controle quando os animais receberam a
suplementagdo com extrato de Chlorella vulgaris (50 mg/Kg MC).

Esses resultados fornecem evidéncias para o uso benéfico de CV como terapia
quelante para proteger o osso de danos induzidos pelo acetato de chumbo na dose de

250 mg/Kg MC.
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ANEXO A: For¢a maxima, resiliéncia e rigidez ossea dos fémures dos animais dos diferentes grupos

experimentais, obtidos através do teste de Flexao a Trés Pontos.

Grupos Forca Méxima Resiliéncia Rigidez

M) Q) (N/mm)
Controle 100,81 + 1,32 0,050 + 0,003 196,71 + 4,92
EDTA 91,16 £ 2,10 0,037 + 0,003 179,70 + 7,47
CV 50 91,13 +1,93 0,035 +0,001 192,95 + 5,48
CV 250 94,13 £3,32 0,044 + 0,004 176,05 + 7,10
Pb 86,82+ 1,77 a 0,033 £ 0,002 a 163,45 +6,57 a
Pb + EDTA 100,15 +3,50 ¢ 0,045 + 0,005 190,08 + 10,53 ¢
Pb+ CV 50 100,63 + 1,78 ¢ 0,045 + 0,002 197,41 £9,46 -
Pb + CV 250 98,68 £3,39 ¢ 0,038 £ 0,004 195,21 £10,81 ¢

Meédia + EPM. n= 8. Diferencas estatisticas indicadas por: (a) vs controle, (e) vs Pb, p<0,05 (ANOVA
Two-way post-hoc Teste de Bonferroni). Grupo Controle (C), EDTA (EDTA), Chlorella 50 (CV 50),
Chlorella 250 (CV 250). Grupo Chumbo (Pb), Chumbo + EDTA (Pb + EDTA), Chumbo + Chlorella 50
(Pb + CV 50) e Chumbo + Chlorella 250 (Pb + CV 250).
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ANEXO B: For¢a maxima, resiliéncia e rigidez 6ssea das quintas vértebras lombares (L5) dos animais

dos diferentes grupos experimentais, obtidos através do teste de Compressao.

Grupos Forca Méxima Resiliéncia Rigidez

M) Q) (N/mm)
Control 187,15+ 8,51 0,033 + 0,004 494,68 + 37,06
EDTA 159,49 + 7,78 0,050 + 0,007 429,13 £26,38
CV 50 159,34 + 10,00 0,054 + 0,009 424,84 + 38,40
CV 250 198,14 + 10,38 0,047 + 0,006 513,09 + 47,69
Pb 166,16 + 8,76 0,040 + 0,008 443,01 + 25,04
Pb + EDTA 185,75 + 10,41 0,047 + 0,005 536,85 + 34,65
Pb+ CV 50 180,98 + 5,56 0,041 £+ 0,005 430,58 £27,95
Pb + CV 250 179,09 + 5,58 0,048 + 0,007 519,40 + 52,03

Meédia £ EPM. n= 8. Grupo Controle (C), EDTA (EDTA), Chlorella 50 (CV 50), Chlorella 250 (CV
250). Grupo Chumbo (Pb), Chumbo + EDTA (Pb + EDTA), Chumbo + Chlorella 50 (Pb + CV 50) e
Chumbo + Chlorella 250 (Pb + CV 250).
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