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RESUMO

O mercurio ¢ utilizado na industria, medicina, agricultura e outros campos. Pouco se sabe
sobre seu envolvimento com o metabolismo 6sseo. O objetivo desse estudo foi avaliar
possiveis alteragdes fisicas, bioquimicas e biomecanicas dsseas em ratos adultos intoxicados
com cloreto mercurico durante seu desenvolvimento. Os animais foram divididos em grupo
contaminado e controle, sendo 10 ratos machos tratados com salina 0,9% (0,1 ml/100g PC) e
8 ratos machos tratados com cloreto mercurico (2,5 mg/Kg PC), durante 5 dias/semana, por
60 dias pelo método de gavagem géstrica. O peso corporal, comprimento femoral e espessura
das diafises femorais foram mensurados. As propriedades (for¢a maxima e de ruptura, rigidez
e resiliéncia) dos fémures foram mensuradas através do teste de flexdo a trés pontos em uma
maquina universal modelo Instron 4444. Através do Principio de Arquimedes, calculou-se o
volume 6sseo, ¢ a partir deste pardmetro as densidades 6ssea ¢ mineral foram determinadas
utilizando as propriedades fisicas: peso seco, peso imerso, peso umido e das cinzas. O peso
corporal, comprimento e o diametro menor do fémur ndo foram diferentes entre os grupos,
porém o didmetro maior aumentou no grupo contaminado (p=0,0002). Houve aumento do
volume ésseo (p=0,0044) e diminuicdo da densidade mineral (p=0,0009) e percentual de
material mineral (p=0,0001) dos fémures do grupo contaminado, porém essas alteragdes nao
foram suficientes para provocar alteragdo dos pardmetros biomecanicos. A contaminagdo com
cloreto mercurico na dose de 2,5 mg/Kg PC causou pequena alteragdo do desenvolvimento
6sseo dos ratos, como pode ser observado pela alteragdo dos parametros biométricos e
biofisicos, mas nao suficiente para alterar os parametros bioquimicos e biomecanicos do

fémur.

Palavras chaves: tecido 0sseo, cloreto mercurico, biomecanica 6ssea, densidade mineral,

ratos.



ABSTRACT

The mercury is used in the industry, medicine, agriculture and other fields. However, little is
known about its involvement with the bone metabolism. The aim of this study was to evaluate
the physical, biochemical and biomechanical bone parameters in adult rats contaminated with
mercuric chloride during the development phase. The animals were separated as control
group: 10 male rats treated with saline 0.9% (0,1 ml/100g BW) and contaminated group: 8
male rats treated with mercuric chloride (2.5 mg/Kg BW). The animals were treated during 60
days, 5 days/week, by stomacal gavage. The body weight, femoral length and diaphysis
thickness were measured. The mechanical properties (maximum and failure forces, stiffness
and yield) of femurs were evaluated by the three-point bending test using the universal
machine Instron model 4444. The bone volume was estimated by the Archimedes Principle.
The wet and ash weight were also determined. The body weight, length and minor diameter of
the femurs were not different between the groups; however the major diameter increased in
contaminated group (p=0.0002). It was observed an increase (p=0.0044) of bone volume and
a decrease of the bone mineral density (p=0.0009) and of the percentage of mineral material
(p=0.0001) of the femurs of the contaminated group. The bone response to biomechanical test
was similar in both groups. The rat contamination with mercuric chloride in the dose of 2.5
mg/Kg BW caused small alteration in the development of bones, as observed by the
biometrical and biophysical parameters analyzed. However these alterations were not enough

to induce modification of the biomechanical and biochemical parameters.

Key words: bone tissue, mercuric chloride, bone biomechanics, mineral density, rat.
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1 INTRODUCAO

O tecido 6sseo ¢ constituido de células e uma matriz extracelular que contém
componentes organicos (35%) e inorganicos (65%). A fase organica tem muitas fungoes,
dentre elas, determina a estrutura e as propriedades mecanicas osseas € € composta da matriz
Ossea ou ostedide e das células Osseas do tecido Osseo. A matriz d6ssea ¢ formada
principalmente por colageno tipo I e outras moléculas como fatores de crescimento,
citoquinas e proteinas da matriz extracelular (osteonectina, osteopontina, sialoproteinas
Osseas, osteocalcina, proteoglicanos, fosfoproteinas e proteolipideos, perfazendo 98% do
material organico 6sseo). Os 2% restantes sdo formados pelas células dsseas, os osteoblastos,
responsaveis pela formag¢ao da matriz 6ssea; os ostedcitos, que representam os osteoblastos
que ficam circundados pela matriz 6ssea e os osteoclastos que sdo células multinucleadas,
responsaveis pela reabsor¢ao 6ssea (EINHORN, 1996; FERNANDEZ et al., 2006a).

A fase mineral (inorganica) ¢ composta principalmente de um mineral
contendo maiores quantidades de calcio, fosfato e carbonato formando os cristais de
hidroxiapatita [Ca;o(PO)s(OH),] ¢ menores quantidades de magnésio, sédio, potassio,
manganés e flior em associagdo as fibras de colageno (FERNANDEZ et al., 2006a). Na
superficie do cristal, os ions sdo mantidos por cargas eletrostaticas. Apenas ions com
propriedades quimicas semelhantes as do elemento que compde o cristal pode realmente
penetrar e tornar-se parte do cristal. Além disso o estroncio ¢ o chumbo podem repor e
substituir as posi¢des do calcio na hidroxiapatita; o fluoreto ou cloreto podem substituir o ion
hidroxila (TUREK, 1991).

O tecido dsseo possui fungdes importantes como servir de suporte para as
partes moles e proteger os Orgdos vitais como os que estdo contidos na caixa toracica e
craniana. Os ossos ainda servem como locais de inser¢ao para musculos € assim agem como
alavancas para locomogdo. Outra fungdo ¢ servir como deposito de minerais, sobretudo de
calcio e fosfato. O esqueleto ainda serve como segunda linha de defesa contra acidose e
devido a sua vasta area de superficie mineral pode adsorver toxinas e metais pesados
minimizando seus efeitos sobre outros tecidos (LOVERIDGE, 1999; RAISZ, 1999;
FERNANDE-Z et al., 2006a).

No tecido o6sseo, destacam-se os seguintes tipos celulares: osteoblastos,
osteoclastos e ostedcitos. Os osteoblastos sdo as células formadoras do tecido 6sseo e derivam

de células primitivas, as osteoprogenitoras. Diversos fatores, como proteinas e fatores de
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crescimento, estimulam a diferenciacdo das células osteoprogenitoras em osteoblastos. Uma
classe dessas proteinas que possui importante funcdo regulatoria durante o processo de
diferencia¢do osteoblastica tanto in vivo como in vitro ¢ a das proteinas morfogenéticas
Osseas (BMPs). Quando ativos, os osteoblastos depositam colageno, principalmente do tipo I,
na matriz extracelular adjacente em arranjos regulares que futuramente serao calcificados pela
deposicao de cristais de hidroxiapatia e passardo a ser denominados de ostedcitos. Os
osteoblastos e os ostedcitos se comunicam por proteinas de membrana (conexina 43) ou
integrinas, que agem como um fator de ligacdo entre essas células ou entre uma célula e a
matriz extracelular, permitindo a passagem de mensageiros, tais como calcio, citoquinas e
prostaglandinas. Os ostedcitos também mantém a comunicacdo entre eles através de
prolongamentos com o0s osteocitos adjacentes em canaliculos presentes no interior do osso,
mantendo dessa forma o equilibrio e a manuten¢do do tecido 6sseo. Uma funcdo importante
do osteocito e que vem sendo amplamente estudada ¢ a sua participagdo como célula
responsavel por traduzir a forga mecanica imposta ao 0sso em sinais bioquimicos que regulam
o turnover 6sseo (MARCUS, FELDMAN, KELSEY, 1996; NOMURA, YAMAMOTO,
2000; PALUMBO et al., 2001; MACKIE, 2003; BAUER et al., 2004; BONEWALD, 2004;
FERNANDEZ et al., 2006b; RUBIN, RUBIN, JACOBS, 2006).

Ja os osteoclastos, sdo células que reabsorvem tecido 6sseo e originam-se de
células mononucleadas hematopoiéticas conhecidas como “Granulocyte-Macrophage Colony-
Forming Units” (GM-CFU), precursoras de macréfagos e monocitos. Os osteoblastos sao
células com importante papel durante a fase inicial da osteoclastogénese (formagdo de células
multinucleadas gigantes) através da produgao do Fator Estimulante da Colonia de Macrofagos
(M-CSF). Existem trés chaves moleculares que regulam esse processo: OPG
(osteoprotegerina, uma proteina soluvel sintetizada por osteoblastos e pré-osteoblastos),
RANKL (um ligante situado sobre a superficie dos osteoblastos e pré-osteoblastos) e RANK
(um receptor situado na membrana de osteclastos e pré-osteoclastos). A interagdo entre
RANKL e seu receptor inicia a atividade e diferenciagdo osteoclastica, aumentando a
reabsor¢do. A ligagdo de OPG a RANK inativa esse receptor, sendo assim a diferenciacao
osteoclastica ¢ inibida. A regulacdo sistémica se dd principalmente através da acdo do
hormonio da paratiredide (PTH) que tem seu receptor nos osteoblastos, € uma agdo paracrina
sobre os osteoclastos. Nessas células, o PTH ativa a reabsorcdo do tecido mineralizado com a
finalidade da manuten¢do das concentragdes dos ions de céalcio no sangue. Os osteoclastos
atacam a superficie O0ssea mineralizada e iniciam a absor¢do pela secrecdo de ions de

hidrogénio e enzimas lisossomais, tais como a catepsina K, os quais podem degradar todos os
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componentes da matriz 0ssea, incluindo coldgeno, em baixo pH (MARCUS, FELDMAN,
KELSEY, 1996; RAISZ, 1999; PALUMBO et al., 2001; TROEN, 2003; FERNANDEZ et al.,
2006b).

A formacao do esqueleto ocorre por dois processos distintos:

1) Ossificagdo intramembranosa: ocorre durante o desenvolvimento do embrido pela

transformagao direta das células mesenquimais em osteoblastos. Esse tipo de ossificacao esta
restrita a alguns ossos do cranio, face e partes da mandibula e clavicula. Os ossos do cranio
crescem em direcdo ao centro de ossificacdo primaria e se encontram nas suturas. As suturas
sdo dominios celulares fibroblasticos compostas de peridsteo de ossos adjacentes. O centro da
sutura contém uma populacdo de células em proliferagdo que se diferenciam e migram em
diregdo a superficie Ossea adjacente, tornando-se osteoblastos. Durante a migragdo essas
células produzem coldgeno tipo III em baixa quantidade, tipos V e XI em quantidade média e
finalmente colageno tipo I, o principal colageno 6sseo (WURTZ et al., 1998).

2) Ossificacao endocondrial: processo de formagao 6ssea na qual o osso ¢ formado a partir de

um molde de cartilagem. Em tal processo as células mesenquimais se diferenciam em células
cartilaginosas, refletindo a posicdo e a forma do osso a ser formado. O crescimento
longitudinal resulta da proliferagdo e da atividade metabdlica dos condrécitos na placa de
crescimento, que pode ser subdividida em varias zonas distintas, na qual as células podem ser
caracterizadas pela sua forma, tamanho e atividade metabolica especificas.
a) Zona de repouso: encontram-se condrocitos em repouso € que sdo recrutados para a zona de
proliferacao.
b) Zona de proliferacdo: os condrocitos se dividem e apds um numero de divisdes, estas
células param a divisdo e entram na zona de hipertrofia.
c) Zona de hipertrofia: os condrocitos hipertrofiados produzem uma abundante matrix
extracelular que mais tarde se tornara mineralizada. A seguir os condrécitos sofrem apoptose.
A regulacdo do crescimento longitudinal ainda ndo ¢ completamente
entendida, mas sabe-se que ha uma grande variedade de fatores locais e sistémicos envolvidos
neste processo como por exemplo: fator de crescimento semelhante a insulina I (IGF-I), fator
de crescimento fibroblastico (FGF), fator de crescimento transformante beta (TGFb), 1,25
dihidroxivitamina D3, hormonio paratireddeo (PTH), entre outros (LOVERIDGE, 1999).
O crescimento 0sseo em diametro ¢ acompanhado mais basicamente pela
formag¢do externa (periosteo) e reabsorcdo interna (endosteo). Este processo ocorre
restritamente na regido central dos ossos longos. Na regido apical de um osso longo em

crescimento, o colar peridsteo cerca externamente parte da placa de crescimento e se estende
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muito mais longe perifericamente do centro dsseo. Assim, durante o crescimento 0sseo, com a
extensdo de um novo colar periosteo, o velho colar periosteo ¢ removido e modificado em
diregdo ao centro 6sseo. Este processo ¢ acompanhado pela formacdo sobre a superficie
periosteal e reabsorcao sobre a superficie endosteal (BILEZIKIAN, RAISZ, RODAN, 1996).

O tecido 6sseo ¢ vital e dinamico, mantendo-se em constante modificagdo. Este
dinamismo esta ligado a vias metabdlicas associadas a homeostasia mineral e ¢ necessario
para manter sua integridade estrutural e manutencdo dos estoques de calcio e fosforo. Esse
processo denominado remodelamento 6sseo ¢ regulado pelas células responsaveis pela
formacgao e reabsor¢do do tecido, osteoblastos e osteoclastos, respectivamente, que liberam
uma grande variedade de enzimas, tendo o papel de desempenhar o turnover da matriz
extracelular (MEC). O remodelamento inclui fungdes metabdlicas integrais para o turnover do
colageno fibrilar e a deposi¢ao e reabsorcao de tecido. O sistema apresentado ¢ de essencial
importancia para os tecidos, e estas enzimas proteoliticas extracelulares atuam no
remodelamento tecidual (STERNLICHT, WERB, 2001).

O processo de remodelamento dsseo ocorre em resposta a sinais quimicos,
mecanicos, elasticos e eletromagnéticos. Em condi¢des normais, o equilibrio entre a formacao
e a reabsor¢do visa garantir a integridade das fungdes do esqueleto, mantendo a sua
competéncia biomecanica, prevenindo-o contra o acumulo de perigosas fadigas e protegendo
os componentes teciduais para que estes estejam sempre disponiveis para manter o equilibrio
mineral (HILL, ORTH, 1998; FERNANDEZ et al., 2006b).

O processo de remodelamento 6sseo € ciclico e envolve os seguintes estagios:
quiescéncia, ativacdo, reabsor¢do, formacdo e mineralizagdo. Durante o estagio de
quiescéncia, a superficie O0ssea encontra-se inativa com respeito ao remodelamento, sendo
coberta por uma fina camada de células de revestimento (osteoblastos modificados). O sinal
que inicia o processo de remodelamento ainda é desconhecido, mas evidéncias demonstram
que as cé¢lulas de revestimento possuem receptores para fatores sist€émicos e locais, como
paratormonio (PTH) e prostaglandina E2 (PGE2), que quando estimulados fazem com que
tais células sintetizem e liberem proteases e exponham uma pequena area de matriz Ossea
mineralizada (EINHORN, 1996; HILL, ORTH, 1998). Uma classe destas proteases
responsaveis pela exposi¢ao da matriz éssea mineralizada e do remodelamento da MEC ¢ a
das metalopeptidases de matriz (MMPs). As MMPs s3o enzimas responsaveis pelo
desenvolvimento e manutencdo da MEC, desempenhando papel importante na remodelagao

da mesma em varios processos fisiologicos e patologicos (VU, WERB, 2000). Em tecidos
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ricos em colageno como tecido 6sseo, a organizagcdo da MEC envolve varios fatores
inibidores e estimuladores.

A partir de tal evento, ocorre a conversdo desta pequena superficie da
quiescéncia para atividade, referida como ativacdo. As células mononucleares do sistema
fagocitario sdo atraidas para esta superficie, ancoram-se ¢ fundem-se, originando os
osteoclastos. O estagio seguinte ¢ a reabsor¢do, quando os osteoclastos comecam a erodir uma
cavidade de forma e dimensdes caracteristicas, denominada lacuna de Howship no osso
trabecular e cone de reabsorcdo no osso cortical. Este processo permite a liberagdo de fatores
de crescimento presentes dentro da matriz, fundamentalmente fator de -crescimento
transformante beta (TGF-B), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de
crescimento semelhante a insulina I e II (IGF-I e II) e proteinas morfogenéticas Osseas
(BMPs). Em seguida tem inicio o estagio de formagdo, nos quais os fatores liberados durante
a fase de reabsor¢do estimulam a diferenciacdo dos pré-osteoblastos. Em poucos dias, o
osteoblasto diferenciado inicia a sintese da matriz dssea, que posteriormente ¢ mineralizada, a
cavidade produzida pelos osteoclastos ¢ preenchida e a superficie dssea retorna a quiescéncia.
A duracido do estagio de formagdo ¢ de aproximadamente 3 meses e o ciclo de remodelamento
0sseo leva aproximadamente 4 meses para ser completado, porém um periodo de 3 a 6 meses
¢ requerido para o osso tornar se plenamente maduro (PARFITT, CHIR, 1987; HILL, ORTH,
1998; FERNANDEZ et al., 2006b).

O desenvolvimento do tecido 6sseo ocorre através de constantes modificagdes
do tecido ao longo da vida. Essas alteragdes fisiologicas no homem ocorrem através de uma
relagdo entre formagdo e reabsor¢do do tecido dsseo, que tem seu pico maximo de
desenvolvimento até os 30 anos de idade, prevalecendo a formag¢do. Entre os 35 e 40 anos
ocorre uma estabilizacdo entre esses dois mecanismos, € apos esse periodo a reabsor¢ao
prevalece, levando a diminuig@o progressiva de massa 6ssea. No periodo de predominancia da
reabsorcao Ossea, tanto o homem quanto a mulher perde cerca de até 0,3% de massa dssea ao
ano. Na mulher, a perda de massa dssea ¢ maior nos 10 primeiros anos pds-menopausa,
podendo chegar a 3% ao ano, e ¢ maior na mulher sedentdria. A constante formagdo e
reabsor¢do em estado fisioldgico sdo importantes, pois contribuem para a preservagdo de um
tecido sempre novo e de boa qualidade funcional o que preserva a integridade mecanica
(VAANANEN, 1991; YAMAMOTO, JEE, MA, 1995; MARCUS, FELDMAN, KELSEY,
1996).

O processo de formagdo do tecido 6sseo pode ser influenciado por diversos

fatores tais como hormonais, alimentagdo, genética, sexo, idade, doencas intercorrentes e
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fatores ambientais (YONAGA et al., 1985; MARCUS, FIELDMAN, KELSEY, 1996;
SCHIRRMACHER et al., 1998; JIN et al., 2002; AKHTER et al., 2004; NGUYEN et al.,
2003; DOREA, DONANGELO, 2006; VAHTER et al., 2007).

O merctrio ¢ um poluente ambiental encontrado em toda biosfera em trés
formas bdésicas: mercurio elemento, organico e inorganico. A principal origem natural do
mercurio ¢ o desgaste da crosta terrestre, emissdao por vulcdes e evaporagao oriunda do
metabolismo de animais aquaticos. O homem utiliza diversas formas de mercurio e depois
libera para o ambiente, causando aumento da sua concentragdo no ambiente. Os principais
poluidores s3o as industrias, garimpeiros, desmatamentos, agriculturas, tintas e uso
laboratorial (ZAVARIZ, GLINA, 1993; SANTOS et al., 1995; JARUP, 2003; SANTOS et al.,
2003). Algumas formas de mercurio, como o cloreto merctrico, ainda ¢ amplamente
utilizado em certos tipos de baterias domésticas, ldmpadas elétricas, incluindo lampadas
fluorescentes, interruptores e em termometros (CLARKSON, 1997). A populagdo em geral
pode ser exposta a esta forma de mercurio através da dgua, alimentos contaminados e através
de amalgamas dentarios. Ainda a presenca dessa forma do metal em conjunto com as demais,
tem sido associada com a intoxica¢do humana em areas de mineracdo (DRASH et al., 2001).
A forma mercurica, cujo principal representante ¢ o cloreto de mercurico (HgCly), é alvo de
inimeras investigagdes porque além de sua toxicidade intrinseca, ¢ atribuida a ela a
toxicidade do merctrio elementar e, parcialmente, a do metilmerctrio, uma vez que, por
oxidacdo e desmetilagdo, respectivamente, ambas as formas s3o convertidas em Hg2+
(PATRICK, 2002). Um estudo realizado pela U.S Departament of Health and Human
Services (NTP, 1993) relata as possiveis mudangas que podem ocorrer devido a algumas
atividades microbianas que sdo capazes de converter mercurio inorganico em metilmercirio
organico, mercurio organico em inorganico, ou ainda, em condi¢des apropriadas, formar
mercurio metalico.

Desastres em massa ocorreram mundialmente como nas cidades de Minamata
(sul do Japdo) entre 1950 e 1960, cuja catastrofe foi protagonizada pela fabrica Chisso
Corporation que usava o mercurio inorganico como catalizador para a fabricacdo de plastico
e, na década de 30, iniciou a deposi¢do de seus efluentes industriais nesse local. As aguas
foram contaminadas e o metal pesado foi convertido a uma de suas formas organicas
denominada metilmercurico, que ¢ mais toxica que a forma inorgénica. A intoxicagdo da
populacdo ocorreu através do consumo de peixe contaminado com metilmercurio, causando

alteracdes do sistema nervoso central (SNC). Em outro desastre ocorrido no Iraque em 1970,
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3000 pessoas foram hospitalizadas ¢ 100 morreram apOs consumir graos tratados com
fungicida organomercurado (CASTOLD et al., 2001).

A restricdo global do uso de mercurio, como recomendada por orgios
governamentais e organizagdes ambientais nem sempre ¢ respeitada (CLARKSON, 1997).
Nos paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento, como no Brasil, o0 mercurio ainda é
amplamente utilizado na atividade de mineragdo do ouro, assim a exposi¢do ocupacional
ocorre nos garimpeiros € na populacdo das imediagdes do garimpo. Estudos realizados na
regido do rio Tapajos, considerado o maior afluente do rio Amazonas e area de mineragao,
tem demonstrado que o mercirio estd presente em todos os compartimentos do meio
ambiente. Nessa regido onde o peixe ¢ a principal fonte de alimento didria, os niveis de
exposicdo ao mercurio, medidas em raiz de cabelo, variaram até mais de 150ug/g, nivel
considerado téxico (AMORIM et al., 2000).

A legislagdo brasileira (NR 7/78), anexo 1, do Ministério do Trabalho e
Emprego) determina o limite de referéncia da normalidade de merctrio na urina (HgU) em
Sug/g de creatinina para a populacdo, de 35 pug de Hg/g de creatinina para o trabalhador e 40
ng de mercurio/m’ no ar, que sdo muitas vezes ultrapassados. Sendo assim, o risco de
intoxicacao ¢ alto (FARIA, 2003).

ZAVARIZ, GLINA (1993) realizaram uma pesquisa com objetivo de verificar
a intoxica¢do por mercurio metalico em trabalhadores de uma industria de lampadas elétricas
localizada na cidade de Sao Paulo, e concluiram que 84,62% dos trabalhadores estavam
intoxicados. Relataram sobre a gravidade do problema em virtude da natureza da doenga, que
acomete areas nobres do organismo e da ineficicia dos tratamentos diante da intoxicagdo. Os
danos causados pelo mercurio sdo graves, e em grande parte dos casos, permanentes.

As pesquisas sobre a influéncia da contaminagdo por metais pesados em
tecidos biologicos se destacaram quando se buscou compreender melhor as modificagdes
organicas em humanos, principalmente em tecido nervoso central, cardiaco, gastrointestinal,
hepatico e renal. O cloreto merctrico ¢ um dos sais mercuriais mais toxicos devidos a sua alta
solubilidade em dgua e sua absorc¢ao pelo trato gastrointestinal, que estd na faixa de 7% (VON
BURG, GREENWOLD, 1991). Esta forma de mercurio acumula-se principalmente nos rins,
figado, bago, medula 6ssea, intestino, pele e mucosa respiratoria (FUORTES et al., 1995).

Todas as formas de mercurio sdo toxicas, devido a alta afinidade entre mercurio e
enxofre, ocorrendo ligacdo entre mercurio e os grupos tidlicos de proteinas, peptideos e
aminoacios. Essa interagdo com grupos sulfidrilicos de proteinas como as metalotioneinas,

glutationa e cisteina estd diretamente envolvida com a captacdo, acumulo, transporte e
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consequentemente, toxicidade do merctrio A inducdo da expressao de metalotioneinas € o
principal efeito intracelular do mercurio inorganico divalente (ZALUPS, 2000; KARIMI et
al., 2002). A interacdo do cloreto merctrico com os grupos sulfidrilicos (SH) resulta em
alteragdo de atividades enzimaticas como, por exemplo, das metaloproteinases de matriz,
fundamentais ao processo de remodelamento tecidual (SOUZA, GERLACH, LINE, 2000;
VU, WERB, 2000); inibi¢do de enzimas antioxidantes estimulando a formagao de espécies
reativas de oxigénio (ROS) como o superdxido de oxigénio (O-), perdxido de hidrogénio
(H20,) e radical hidroxil (OH) e assim, induzindo aumento da peroxida¢do lipidica, o que
induz danos a0 DNA e alteragdio da homeostase do calcio (ELIA et al., 2003; BRANDAO et
al., 2006). O cloreto mercurico também pode competir com o célcio em multiplos sitios de
ligagdo, reduzindo o estoque de célcio intracelular, o que afetaria os canais de jun¢do do tipo
“gap” (SCHIRRMACHER et al., 1998).

Alguns autores examinaram o efeito dos metais pesados como o mercurio e o
cadmio sobre a homeostasia do célcio, analisando as concentracdes plasmaticas de calcio e
calcitonina em peixe. Os autores avaliaram também a a¢do sobre osteoblastos e osteoclastos
através da mensuragdo da atividade das enzimas fosfatase 4cida resistente ao tartarato
(tartrate-resistent acid phosphatase — TRAP) e fosfatase alcalina (Alkaline phosphatase —
ALP) como respectivos indicadores da atividade de ambos os tipos celulares. Os resultados
mostraram que o mercuirio agiu diretamente sobre as células oOsseas, influenciando a
homeostasia do célcio e a atividade osteoclastica em curto tempo de exposi¢do, porém, a
longo prazo, inibiu a atividade osteoblastica (SUZUKI et al., 2004).

Vérios trabalhos determinaram que animais nao completamente
desenvolvidos tém uma marcada sensibilidade quando expostos a metais pesados, praguicidas
ou outros agentes toxicos (MOSER, 2000; FERRI et al., 2003; SINGH, RISHI, 2005;
DOREA, DONANGELO, 2006). A grande vulnerabilidade desses organismos quanto a
agentes quimicos esta relacionada a imaturidade dos 6rgdos e membranas e a incapacidade de
processar adequadamente os mesmos (NIES, SPIELBERG, 1996; TYL, 1998).

Muitos autores estudaram alteragdes do tecido 6sseo em ratos durante seu
desenvolvimento, demonstrando que o desenvolvimento Osseo nesses animais possui as
mesmas caracteristicas fisiolégicas na formacdo e reabsor¢cdo que ocorre durante o
desenvolvimento do tecido 6sseo em humanos (BERG, HARMISSON, 1957; KALU et al.,
1989; THOMPSON et al., 1995).

Existem alguns relatos sobre a influéncia de metais pesados, como o mercurio,

sobre as alteracdes do desenvolvimento O0sseo em ratos durante a fase de crescimento.
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YONAGA et al (1985) relataram inibicdo do crescimento longitudinal em tibias de ratos
contaminados com doses de 2, 4 e 8 mg/Kg PC de HgCl; (s.c.) por 6 dias. Outros autores
como JIN et al (2002) observaram alteragdo da densidade mineral 6ssea de fémures de ratos
contaminados com a dose de 1mg/Kg PC (s.c.) mais anticorpo contra metalotioneina (10
nug/camundongo — s.c.), 3 vezes por semana por um periodo de 3 semanas. Estudos in vitro
também observaram alteracdes em células Osseas contaminadas com Hg”™ intracelular
(5pmol/L), como a reducdao do acoplamento elétrico mediado por conexina-43 em cultura de
células como os osteoblastos, provavelmente esgotando os estoques de calcio intracelular, ja
que a comunicacdo célula-a-célula via jung¢des do tipo “gap” sdo sensiveis ao calcio
(SCHIRRMACHER et al., 1998).

Pouco se sabe sobre o envolvimento do HgCl, com o metabolismo mineral
0sseo. Devido a caréncia de dados e a partir do conhecimento de alta gravidade da sua
contaminagdo em virtude do acometimento dos o6rgdos alvos, e o seu efeito sobre o
desenvolvimento do tecido dsseo, torna-se importante investigar os parametros 0sseos

influenciados pelo seu efeito nesse tecido.
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2 OBJETIVOS

Geral:
Avaliar as possiveis alteracdes dsseas em ratos adultos intoxicados com HgCl,

durante a fase de desenvolvimento.

Especificos:

e Analisar a incorporagdo do HgCl, no tecido ésseo através de Microscopia Eletronica de
Varredura (EDX — Espectometria por Dispersdo de Raios-X) da tibia direita de animais
intoxicados com HgCly;

e Analisar os parametros quimicos 0sseos através da analise das concentragdes plasmaticas
de célcio e fosforo e conteudo de célcio e fosforo dos fémures de animais intoxicados com
HgCly;

e Analisar os parametros fisicos 0sseos de animais intoxicados com HgCly;

e Analisar os parametros biomecanicos 6sseos através do teste de flexdo a 3 pontos.



27

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Modelos do Estudo

Estudo experimental com modelo animal foi aprovado pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Sao Carlos Protocolo CEEA n°

007/2006.

3.2 Animais

Utilizou-se 18 ratos Wistar intactos com peso corporal inicial médio de 75g,
com um més de idade, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Sao
Carlos-UFSCar.

O experimento realizou-se no Laboratorio de Neuroendocrinologia do
Departamento de Ciéncias Fisiologicas da UFSCar. Os ratos foram mantidos no biotério deste
laboratorio, num regime de luz (10 horas claro e 14 horas escuro) e temperatura controlados

(25 £2 °C). Os animais receberam ragao comercial e agua “ad libitum”

3.3 Protocolo Experimental

Analizou-se os efeitos do Cloreto Mercurico sobre as caracteristicas Osseas,
dividindo aleatériamente os animais nos seguintes grupos experimentais:
Grupol = 10 ratos intactos tratados com salina 0,9% (0,1 ml/100g PC)
Grupo2 = 08 ratos intactos tratados com cloreto mercurico (2,5 mg/kg PC)

A dose de HgCl, foi escolhida por ndo alterar a curva ponderal dos animais

contaminados (NTP, 1993). A administragcdo do cloreto mercurico e salina foram realizadas
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durante cinco (5) dias/semana por um periodo de 60 dias utilizando o método de gavagem

gastrica.

3.4 Sacrificio

Ap6s 60 dias da administracao de cloreto mercurico e salina, os animais foram
decapitados, o sangue foi coletado do tronco e foi realizada disseca¢do femoral direita para
coleta do material 6sseo, os quais foram mantidos em solucdo de salina 0,9% a -20°C até o dia
da analise. Foi também coletada a tibia direita para analise por MEV (Microscopio Eletronico

de Varredura) para deteccdo de mercurio.

3.5 Parametros Analisados

3.5.1 Biométricos

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

corporal e acompanhamento do desenvolvimento dos animais.

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

maior.

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

0 menor na antero-posterior.
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3.5.2 Parametros Biomecanicos do Fémur

As propriedades mecanicas dos fémures direito foram mensuradas através do
teste de flexdo a trés pontos realizado em uma mdaquina universal Instron modelo 4444
(FIGURA 1), com célula de carga com capacidade de 1 kN. As extremidades dos fémures
ficaram apoiadas em dois roletes com didmetro de 3 mm, distanciados em 21,70 mm e a carga
aplicada na regido central de cada osso (Figural) (ROBLING, TURNER, 2002; SHIMANO,
SHIMANO, VOLPON, 2002; AKHTER, 2003 et al., AKHTER et al, 2004).

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

No inicio do teste foi aplicada uma pré-carga de 10 N por uma haste cilindrica
com um rolete de 3 mm na extremidade, no sentido postero-anterior € perpendicular ao eixo
longitudinal para estabilizar o fémur. O tempo de acomodacdo foi de um minuto para todos os
amostras e ap6s a estabiliza¢do e a acomodacdo, foi aplicada uma forga no mesmo sentido,

com velocidade constante de 0,5 cm/min., até o momento da fratura do osso.



30

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

propriedades biomecanicas: forca maxima, for¢a de ruptura, rigidez e resiliéncia.

Carga
(N)

Rigidez
Tang 6

Forca Maxima

AI
W

ForcaRuptura

1
|
|
) 1
energia |
absorvida |
1

|

O B Deformagao (mm)

Figura 2: Grafico for¢a x deformagao utilizado para determinacdo das propriedades biomecanicas, ilustrando o
ponto maximo da forga aplicada (limite maximo); curva AO — o calculo de sua inclinagdo (Tang 0) determina a
rigidez do material e a regido elastica AOB (o célculo desta area determina a resiliéncia ou a energia absorvida
pelo material na fase eldstica).

3.5.3 Parametros Fisicos dos Fémures Direitos

Apo6s as andlises biométricas dos fémures dos animais dos grupos controle ¢
contaminado, os ossos foram mantidos em um dessecador por 24 horas com objetivo de
retirar ar presente nos poros. Em seguida foram coletados os pesos imerso (P7) e tmido (Pu).
Esses dados foram coletados antes do ensaio biomecanico e, apds 0 mesmo, os 0ssos foram
colocados em uma estufa a 100° C durante 24 horas para serem desidratados e, a partir dai,

obter-se o peso seco (Ps). Para obtencao do peso das cinzas (material mineral), os ossos foram
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colocados em uma mufla a 800° C durante 24 horas. Todas as medidas citadas foram obtidas
através de uma balanga eletronica (marca Chyo).

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

seguindo as formulas que seguem:

Volume 6sseo - Pu—Pi (cm?)
p

Densidade 6ssea - Pu (g/em?)
Volume Osseo

Densidade mineral - Pm (g/cm?)
Volume 6sseo

Percentual Osseo de Agua - 100x(Pu-Ps)
Pu

Percentual Material Organico - 100x(Ps-Pm)
Pu

Percentual Material Mineral = 100xPm
Pu
Onde:
Pu = peso imido 6sseo
Ps = peso 0sseo da amostra desidratada
Pi = peso imerso 0sseo
Pm = peso do material mineral (cinzas)

p = densidade da agua
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3.5.4 Analise Bioquimica

O material mineral obtido dos fémures dos animais (ja descrito anteriormente)
foram solubilizados com 4cido cloridrico 2N (1-2 ml). Através de ensaio colorimétrico se
determinou os conteudos de calcio e fosforo dos fémures e a concentracdo plasmatica dos

animais utilizando kits comerciais especificos Labtest ®.

3.5.5. Analise Microestrutural

A andlise microestrutural para deteccdo do Hg na tibia direita dos animais foi
realizada por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), utilizando um microscopio ZEISS
(modelo DSM 940A) acoplado a um detector de dispersdo de energia de raio-x (EDX) e um
software analisador de imagens (INCA). Essas andlises foram realizadas no Laboratorio de
Caracterizagao Microestrutural — Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sao
Carlos.

Para o preparo das amostras foi realizado um corte transversal na diafise do
0ss0 em questdo, retirando uma baguete Ossea (Smm) que posteriormente foi cortada
longitudinalmente (FIGURA 3), objetivando a andlise da regido superficial e também da
regido interna.

Regido
Regido interna
superficial

Figura 3: Esquema para coleta de amostra da diafise tibial para analise por MEV.
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ApOs a preparacdo, as amostras foram fixadas com fita de carbono nos
suportes, colocadas em contato com uma tinta a base de prata para facilitar o fluxo dos
elétrons e foram recobertas com uma fina camada de ouro (Sputter Coater — Balzers ISCD
004 Bal Tec), tornando-as condutoras e, portanto, preparadas para serem observadas ao
microscopio eletronico de varredura. Para detectar a presenga do elemento mercurio foi
usado aumento de 200 vezes. Foi analisada a regido superficial e interna da tibia permitindo a
a identificagdo dos elementos no osso, fornecendo assim a composicdo quimica ¢ a

distribuicao dos elementos de interesse na amostra.

3.6 Analises Estatisticas

Os dados obtidos em cada grupo (médiat EPM) foram comparados entre si
através do teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, aplicado pelo Software Instat 3.0

adotando um nivel de significancia de p<0,05.

3.7 Normas Técnicas referentes a elaboracio deste trabalho

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

2008.
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4 RESULTADOS

4.1 Analise Microestrutural

A TABELA 1 e 2 apresentam o conteudo de Ca, P e Hg (%) nas amostras das
tibias dos animais dos grupos controle e contaminado realizados por Espectometria de
Dispersao de Raios-X, respectivamente na regido superficial e interna das tibias.

Verifica-se a incorporagdo do Hg tanto na regido superficial (9,35%), como

também na regido interna (15,55%) das tibias dos animais do grupo contaminado.

Tabela 1: Espectometria de Dispersdo de Raios-X (EDX) da regido superficial da tibia mostrando a composigao
percentual (%) dos elementos Ca, P, Hg e de outros elementos (CI, O, C, Na, Mg).

Grupos experimentais

Parametros Controle (4) Contaminado (4)
Ca (%) 34,42 £5,35 29,99 +2,44

P (%) 12,85 +2,28 14,99 £+ 1,60
Hg (%) 0 9,35+ 0,60
Outros elementos (%) 52,72 +7,57 45,66 + 3,84
Total (%) 100 100

Média + Erro Padrdo Média (EPM). () = n° de animais

Tabela 2: Espectometria de Dispersdo de Raios-X (EDX) da regido interna da tibia mostrando a composigao
percentual (%) dos elementos Ca, P, Hg e de outros elementos (CI, O, C, Na, Mg).

Grupos experimentais

Parametros Controle (4) Contaminado (4)
Ca (%) 35,57+4,.21 18,49 £2,70*
P (%) 16,32 + 1,44 12,23 +£1,61
Hg (%) 0 15,55+ 0,73
Outros elementos (%) 48,12 £5,20 54,67 + 4,83
Total (%) 100 100

Meédia + Erro Padrdo Média (EPM).*p<0,05 () = n° de animais
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Hg

Hg Lat Hg La

Figura 4: Micrografia da regido superficial da tibia direita obtida através de Espectometria por Dispersdo de
Raios-X mostrando a incorporagdo do mercurio. A — controle B — contaminado com HgCl,.

Hg

Hgy Lan Hg Lan

Figura 5: Micrografica da regido interna da tibia direita obtida através de Espectometria por Dispersdo de Raios
—X mostrando a incorporagdo do merctrio. A — controle B — contaminado com HgCl,.
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4.2 Parametros Biométricos

4.2.1 Peso Corporal

A FIGURA 6 mostra a evolu¢ao ponderal dos animais dos grupos controle e
contaminado durante os 60 dias de tratamento, onde se observa a sobreposi¢ao das curvas.

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

60 dias de experimentagao.

400+

Controle BB Contaminado

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

Figura 6: Peso corporal dos animais dos grupos controle e contaminado durante os 60 dias de tratamento.
A TABELA 3 e a FIGURA 7 apresentam os valores do peso corporal inicial e

final, e ganho de peso dos animais analisados durante os 60 dias de tratamento. Nao se

observa diferencas destes parametros entre os grupos experimentais.

Tabela 3: Peso corporal (PC) inicial e final, e ganho de peso dos animais dos grupos controle e contaminado.

Grupos experimentais

Parametros Controle (10) Contaminado (8)
PC inicial (g) 752 +2,18 75,5+ 1,34
PC final (g) 312,5+ 5,46 317,5+2,83
Ganho PC (g) 237,3+6,21 242,3 £ 2,90

Meédia + Erro Padrao Média (EPM). () = n° animais
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Figura 7 - Média = EPM dos pesos corporais (PC) inicial e final e ganho de peso dos ratos dos grupos
controle e contaminado.

4.2.2 Analise do Fémur Direito

A TABELA 4 e¢ a FIGURA 8A expressam os valores do comprimento,
diametro maior ¢ menor. A TABELA 4 e a FIGURA 8B expressam os valores do peso
umido, imerso, seco e das cinzas dos fémures dos ratos dos grupos experimentais.

Neste estudo, as medidas de comprimento, didmetro menor, peso seco € peso
das cinzas dos fémures dos animais ndo mostraram diferengas quando comparadas entre si.
Entretanto, o diametro maior da diafise (p=0,0002), peso tmido (p=0,0001) e peso imerso

(p=0,0001) dos fémures aumentaram no grupo contaminado.
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Tabela 4: Comprimento, didmetros maior e menor das didfises femorais e peso umido, imerso, seco e das cinzas
do fémur dos animais dos grupos controle e contaminado.

Grupos experimentais

Parametros Controle (10) Contaminado (8)
Comprimento (mm) 35,53 +£0,22 35,30 £ 0,23
Diametro maior (mm) 3,81 £0,06 4,33 £ 0,06*
Diametro menor (mm) 2,87 +0,02 2,91 +0,03
Peso umido (g) 0,685 + 0,008 0,767 £ 0,007*
Peso imerso (g) 0,216 £ 0,004 0,254 £ 0,004*
Peso seco (g) 0,430 + 0,005 0,442 + 0,004
Peso das cinzas (g) 0,286 + 0,004 0,275 + 0,002

Meédia + Erro Padrao Média (EPM). p< 0,05: * vs controle. ( ) = n°® animais
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Figura 8: Parametros biométricos do fémur dos ratos dos grupos experimentais controle e contaminado. Média
+ EPM. p< 0,05: * vs controle.

4.3 Parametros Fisicos

A TABELA 5 e a FIGURA 9 apresentam os valores das propriedades fisicas
(volume 0Osseo, densidade Ossea e mineral, porcentual 6sseo de agua, de material orgénico e
de material mineral) dos fémures dos animais dos grupos controle e contaminado.

Observou-se um aumento do volume 6sseo (p=0,0044) e do percentual de dgua
no osso (p=0,0002) dos animais contaminados em relacdo aos controles. Entretanto a
densidade mineral (p=0,0009) e o percentual de material mineral (p=0,0001) diminuiram no
grupo contaminado. Os parametros densidade Ossea e percentual de material organico nio

foram diferentes entre os dois grupos experimentais
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Tabela 5: Volume 6sseo, densidade dssea e mineral, porcentual 6sseo de agua e porcentual material organico e
mineral do fémur dos animais dos grupos controle e contaminado.

Grupos experimentais

Parametros Controle (10) Contaminado (8)
Volume 06sseo (cm3) 0,469 + 0,008 0,512 +£0,007*
Densidade 6ssea (g/cm3 ) 1,46 +£0,01 1,49 £ 0,01

Densidade mineral (g/cm®) 0,61+ 0,01 0,53+ 0,01*
Percentual agua no osso (%) 37,15+0,77 42,30 + 0,60*
Percentual material organico (%) 21,06 £ 0,54 21,79 £ 0,62

Percentual material mineral (%) 41,77 £ 0,57 35,90 £ 0,55*

Média + Erro Padrao Média (EPM). p< 0,05: * vs controle. ( ) = n°® animais
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Figura 9: Parametros fisicos do fémur dos ratos dos grupos experimentais controle e contaminado. ~Média +
EPM. p< 0,05: * vs controle.
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A Tabela 6 e a Figura 10 apresentam o contetido de calcio e fosforo dos

fémures direito dos animais do grupo controle e contaminado com cloreto mercurico.

Em relagdo ao conteudo de calcio e fosforo nos fémures dos animais nao houve

diferenca significativa entre o grupo contaminado quando comparado ao grupo controle.

Tabela 6: Conteudo de Calcio e Fosforo dos fémures dos animais dos grupos controle e contaminado.

Grupos experimentais

Parametros Controle (10) Contaminado (8)
Célcio (mg) 101,29 + 2,83 98,36 £2,12
Fosforo (mg) 71,33 +£1,63 72,81 £2,94
Média + Erro Padrao Média (EPM). () =n° animais

Controle B Contaminado
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Figura 10: Contetido de Calcio e Fésforo dos fémures dos animais dos grupos controle ¢ contaminado. Média +
Erro Padrdo Média (EPM).
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A Tabela 7 e a Figura 11 apresentam as concentragdes plasmaticas de calcio e
fosforo dos animais do grupo controle e contaminado com cloreto mercurico.

Pode-se observar que ndo hé diferenca das concentracdes plasmatica de calcio

e fosforo do grupo contaminado em comparag@o ao grupo controle.

Tabela 7: Concentragdes plasmaticas de Calcio e Fosforo dos animais dos grupos controle e contaminado.

Grupos experimentais

Parametros Controle (10) Contaminado (8)
Célcio (mg/dl) 8,65+0,51 9,15+0,28
Fosforo (mg/dl) 491+0,13 5,02+0,14

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

Controle B Contaminado
12 1 6 -
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0 - 0
Calcio Fosforo

Figura 11: Concentragdes plasmaticas de Calcio e Fosforo dos animais dos grupos controle e contaminado.
Média + Erro Padrao Média (EPM).
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4.5 Parametros Biomecanicos

A TABELA 8 e a FIGURA 12 mostram os valores de parametros
biomecanicos (forca maxima, for¢a de ruptura, rigidez e resiliéncia) obtidos através do teste
de flexdo a trés pontos dos fémures direito dos animais controles e contaminados com cloreto
mercurico.

Comparando-se as propriedades biomecanicas for¢a maxima e de ruptura,

rigidez e resiliéncia ndo apresentaram diferengas entre os grupos experimentais.

Tabela 8: For¢a maxima e de ruptura, rigidez e resiliéncia dos fémures dos animais dos grupos controle e
contaminado.

Grupos experimentais

Parametros Controle (10) Contaminado (8)
F. Méxima (N) 88,4 £ 2,45 96,2 £ 2,56
F. Ruptura (N) 73,0 £2,99 79,8 £ 3,08
Rigidez (N/mm) 163,07 + 4,89 151,76 + 8,24
Resiliéncia (J x 107) 493 +32 552+33

Média + Erro Padrao Média (EPM). () =n° animais
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Figura 12: Forca maxima e de ruptura, rigidez e resiliéncia dos fémures dos animais dos grupos controle e
contaminado. Média = Erro Padrdo Média (EPM).
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5 DISCUSSAO

Este estudo analisou alguns efeitos provocados pela contaminagdo com HgCl,,
durante a fase de desenvolvimento, sobre o tecido 0sseo de ratos adultos. O modelo de
contaminag¢do através de gavagem gastrica promoveu facil adaptacdo dos animais ao sistema,
ndo apresentando alteracdes significativas de massa corpdrea nem comportamentais.

Os metais pesados assim como o mercurio tem a propriedade de se incorporar
nos tecidos. Neste estudo observou-se incorporacdo de mercurio no tecido 6sseo dos animais
contaminados (TABELA 1 e 2 e FIGURA 4 e 5), enquanto nos animais controles ndo foi
detectada a presenca do metal nas tibias. Um estudo realizado por ROTHSCHILD, DUFFY
(2005) verificou o acimulo de mercurio (organico e inorganico) em maiores propor¢des no
tecido 6sseo quando comparados aos tecidos muscular e nervoso central de aves migratorias.
Porém pelo fato de ser uma pesquisa com coleta aleatdria de aves silvestres, como patos e
gansos que habitam vdrios lugares e se alimentam de diferentes alimentos, ndo se pode saber a

forma, o tempo de exposicdo e a via de contaminagdo do mercurio nesses animais. Em outro

estudo com o pequeno mamifero mussaranho de dentes brancos (Crossidura russula), espécie
que habita o Delta do Ebro (Espanha), uma area contaminada por Hg devido a atividade
industrial e doméstica, demonstrou-se incorpora¢do de mercurio nos ossos desses animais. A
deposicdo do mercurio nos ossos revelou diferengas dependendo do sexo, da idade e do local
de captura dos animais (CHARDI, FUSTER, NADAL, 2007).

O mercurio pode estar incorporado nas células ossea e ter entrado através do
Transportador de Anion Organico 1 (OATI1) e 3 (OAT3) que estdo implicadas no transporte
absortivo de mercurio organico e inorganico nas células epiteliais renais, endoteliais e gliais
(BALLATORI, 2002; ZALUPS, AHMAD, 2004). O Hg*" também pode estar entrando nas
células Osseas por canais i0nicos, devido a similaridade de tamanho e carga com ions tais
como Na'e Ca™ (MIYAMOTO, 1983), ou estar se ligando a albuminas e sofrendo endocitose
(ZALUPS, 2000). Além disso, esse metal pode estar na matriz 6ssea, incorporado nos cristais
de hidroxiapatita (BLUMENTAL et al., 1995; CHRISTOFFERSEN et al., 1998).

A homogeneidade de peso corporal ¢ uma varidvel bastante importante, pois a
massa corporal exerce estresse mecanico sobre os 0ssos € contribui para o ganho de massa
6ssea (BERG, HARMISON, 1957; BURR, ROBLING, TURNER, 2002). Com relagdo ao
peso corporal, os animais ndo apresentaram diferencas entre os grupos controle e contaminado

ao longo dos 60 dias de tratamento (FIGURA 6), concordando com os resultados obtidos por
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NTP (1993), utilizando animais com a mesma idade dos usados nesse trabalho, o mesmo
tempo de tratamento, a dose e via de administracao do HgCl,.

Dependendo do periodo e da quantidade ingerida, o mercurio provoca redugao
do consumo de alimento, ocasionando diminui¢do do crescimento e ganho de peso (NTP,
1993). Na literatura, resultados conflitantes sdo encontrados, no que diz respeito ao periodo,
dose e via de administracido do HgCl, correlacionados com o peso corporal. SIDDIQI,
ALHOMIDA (2005) mostraram que ratos injetados com uma unica dose de 3 mg/Kg PC (i.p.)
tiveram diminui¢do do peso corporal e do consumo alimentar. Em outro estudo realizado com
ratos em que administrou-se a dose de 4 mg/Kg dia durante 14 dias consecutivos, mostrou que
houve redugdo do peso corporal e do consumo alimentar (KHAN et al., 2001). Nestes estudos
observa-se que, independente da dose e do tempo de administra¢do, houve redu¢do do peso
corporal.

No presente estudo, as medidas de comprimento e didmetro menor dos fémures
dos animais ndo mostraram diferengas quando se compara os grupos experimentais (TABELA
4 e FIGURA 8A), mostrando que a contaminagdo com HgCl, ndo alterou esses pardmetros.
Entretanto, YONAGA et al. (1985), em um estudo histolégico em tibia de ratos imaturos,
verificaram inibi¢ao do crescimento longitudinal em ratos contaminados com doses de 2, 4 ¢ 8
mg/Kg PC de HgCl, (s.c.) por 6 dias, portanto estes autores afirmaram que o HgCl, pode
afetar o crescimento 0sseo. Essa diferenca de resultados esta relacionada com o tipo de osso
analisado, a dose, o tempo de contaminagdo, a via de administragdo e a técnica usada para
analise do crescimento. Entre estes fatores o tipo de osso analisado ¢ um fator importante,
pois diferenca de constituicdo Ossea da tibia e do fémur ¢ que pode estar induzindo as
diferengas de resultados entre os estudos. E conhecido que a tibia é mais rica em o0sso
trabecular do que osso cortical, enquanto o o fémur ¢ mais rico em osso cortical do que 0sso
trabecular. Apesar de ndo ocorrer aumento do peso corporal final entre os grupos
experimentais, verificou-se aumento do diametro maior da didfise femoral nos animais do
grupo contaminado (TABELA 4 e FIGURA 8A), indicando que a contamina¢do com HgCl,
interfere no crescimento 6sseo em didmetro, através do aumento da formacao periosteal em
resposta a reabsor¢do endosteal levando ao aumento do diametro maior observado neste
estudo (HIETALA, 1993). SHAINI et al. (2000) demonstraram que os osteoblastos sdo mais
afetados pelos efeitos toxicos dos metais pesados (incluindo o merctrio) do que as células
peridsteas. Esta diferenca de toxidade celular estd relacionada com a grande quantidade de
células ndo-diferenciadas na populagdo de células periosteas, e estas células nao-diferenciadas

ajudariam a compensar o nimero de células mortas. D’AVILA (2007) nio observou alterago
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significativa do didmetro maior em ratos contaminados com a dose de 1,25 mg/Kg PC de
Hg,Cl, (v.0) durante 60 dias de tratamento. Em relacdo a essa discrepancia de resultados,
alguns fatores estdo interferindo como a dose usado no estudo de D’AVILA (2007), que é a
metade da usada neste estudo e a toxicidade dos sais de mercurio, j4 que se tem relatos da
literatura que descrevem o cloreto mercurico (HgCl,) como um sal mercurial mais toxico do
que o cloreto mercuroso (Hg>Cl,). Isso se deve a sua grande solubilidade em agua e absor¢ao
pelo trato gastrointestinal, que estd na faixa de 7% (VON BURG, GREENWOLD, 1991).

As propriedades fisicas o0sseas dos fémures dos animais foram analisados de
forma direta através do principio de Arquimedes, que consiste em um método simples e de
facil execucao (MARTINI, 1990; RENNO et al., 2007). O tecido 6sseo € composto por
minerais, por material organico e fragdes de 4dgua, e alteragdes da densidade deveriam estar
associadas a mudangas em alguns ou em todos estes pardmetros. Os fémures dos animais
contaminados apresentaram peso umido e peso imerso maiores do que os animais do grupo
controle (TABELA 4 ¢ FIGURA 8B). Esses parametros aumentados refletiram em um maior
volume 6sseo (TABELA 5 e FIGURA 9) dos fémures dos animais contaminados (sabendo
que o volume 6sseo = peso umido-peso imerso/densidade da agua) corroborando com o
aumento do didmetro maior observado neste estudo (KIEBZAK et al., 1988; YENI, BROWN,
NORMAN, 1998; NORDSLETTEN et al., 1994; MONTEAGUDO et al., 1997).

O aumento do diametro maior e do volume 6sseo e diminuicdo do percentual
de material mineral nos fémures dos animais do grupo contaminado refletiu em diminui¢ao da
densidade mineral dssea nesse grupo (TABELA 5 ¢ FIGURA 9). Nossos resultados se opdem
aos do estudo realizado por JIN et al. (2002), em que se administrou HgCl,, na dose de
Img/Kg PC na forma subcutanea, 3 vezes por semana durante o periodo de 3 semanas em
camundongos com 56 dias de vida e ndo observou mudanca da densidade mineral Ossea
nesses animais. Entretanto, quando se administrou HgCl, mais anticorpo contra a
metalotioneina, foi observada uma maior concentracdo de HgCl, no plasma e figado do que
nos rins e diminuicdo da densidade mineral 6ssea e diminuicdo da atividade da ALP e
osteocalcina nesse grupo. A producdo de metalotioneina no rim e figado ¢ induzida pela
contaminagdo com HgCl,, ja que esses sdo os orgdos alvo para o acimulo de HgCl, no
organismo quando em administragdes cronicas (NTP, 1993; ZALUPS, 2000). Sendo assim,
quando a expressdao de metalotioneina ¢ interrompida (usando um anticorpo especifico contra
a metalotionéina, como destes autores), o acimulo de HgCl, diminui no rim e a toxicidade em
outros tecidos ¢ aumentada, inclusive no tecido dsseo através da alteragdo da atividade das

células Osseas (osteoblastos e osteoclastos). Em nosso estudo supde-se que ocorreu produgdo



49

de metalotioneina em menor propor¢ao a necessaria para prevenir os efeitos toxicos do cloreto
mercurico. Ou ocorreu uma alta producdo de metalotioneinas no rim e figado, mas esta
producdo ndo afetou a toxicidade do cloreto mercurico. Estudos feitos em uma linhagem de
células CHO-K1 (ovario de hamster) no qual se estimulou a overexpressio de
metalotioneinas, observou-se que a presenca de altos niveis de metalotioneina nio afetou a
toxicidade do cloreto mercurico. Esses autores sugerem que o mecanismo para a toxicidade
do cloreto merctrico pode envolver a ligagdo desse metal a ligantes com menor constante de
dissociacdo (menor afinidade) do que as metalotioneinas. Assim a presenca abundante de
metalotioneina pode ter menos influéncia sobre a ligagdo do Hg”" a este ligante de alta
afinidade. Isso também se deve ao fato de que o mercurio pode causar toxicidade por
diferentes mecanismos, ¢ o Hg”" poderia estar causando toxicidade através da ligagdo a
proteinas transportadoras da membrana celular, por exemplo, a metalotioneina presente no
citosol ndo teria nenhuma influéncia sobre este processo. Em suporte a esta idéia, sabe-se que
Hg”" inorganico é um potente inibidor de Na™- K* - ATPase presente na membrana plasmatica
(BEATTIE et al., 2005).

Neste estudo, os animais do grupo contaminado ndo apresentaram diferenca de
peso seco e peso das cinzas dos fémures quando comparados ao do grupo controle, porém se
observou aumento de volume 6sseo, do peso umido e peso imerso. A propor¢ao entre eles
indica que o grupo contaminado tem menor densidade mineral e percentual de material
mineral e maior percentual de d4gua do que o grupo controle (TABELA 5 e FIGURA 9).

Em relacdo a diminui¢do da densidade mineral neste estudo varios mecanismos
podem estar influénciando a atividade de osteoblastos e osteoclastos e interferindo no
processo de remodelamento 6sseo. Um dos mecanismos esta relacionado com dano renal e
gastrointestinal, interferindo no metabolismo dos minerais como calcio e fosforo. Um outro
mecanismo envolve a estimulagdo da reabsorcdo e inibi¢do da formacdo via uma influéncia
direta sobre a diferenciagdo e ativacdo de osteoclastos e osteoblastos (BRZOSKA,
JAKONIUK, 2005).

De acordo com o primeiro mecanismo, o acumulo de HgCl, no tecido ésseo ¢
marcadamente menor quando comparado a outros 6rgdos como rim e figado (NTP, 1993;
GRIEM et al., 1997; ZALUPS, 2000). Danos as cé€lulas epiteliais do tibulo proximal do
néfron culminam com o cessamento da reabsor¢do de dgua e solutos (CLARKSON, 1997) e
podem ser observados em ratos 1 hora apos administragdo de uma dose muito alta de HgCl,.
Exposicao a doses menores do que 1-5 mg/Kg de HgCl, causa necrose ao longo do tibulo

proximal, visivel ao microscopio optico, no minimo, apds 12 horas de exposicao (ZALUPS et
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al., 2000). Esse fato poderia contribuir para a causa da deficiéncia renal e alteragdo do
equilibrio acido-basico. Esse desequilibrio poderia induzir aumento da excrecao urinaria de
calcio devido a diminui¢do da reabsor¢do renal de célcio, induzindo um hiperparatireoidismo
secundario ou devido ao efeito direto do 4cido sobre o tecido 6sseo. BUSHINSKY (2001)
relatou em trabalho de revisdo alteragcdes em culturas de células 6sseas de camundongo
promovidas pela diminui¢do do pH durante 3 horas, modelo de acidose aguda, causando
dissolugdo mineral Ossea. Esses estudos indicam que o mecanismo pelo o qual ions
hidrogénio causam liberacdo do calcio dsseo durante curto periodo ¢ devido a alteragdes de
fatores fisico-quimicos que governam a deposicao e dissolucdo de minerais do tecido dsseo, e
nao mediado por alteracdes de atividades celulares relacionadas a reabsor¢do. BURCK et al.
(2005), em outro estudo usando cultura de células Osseas, observaram que a acidose pode
contribuir para redu¢do da mineralizacdo dssea via aumento da solubilidade da hidroxiapatita
e diminui¢do da atividade da fosfatase alcalina (ALP).

No outro mecanismo, o HgCl, pode estar agindo diretamente sobre as células
Osseas (osteoblastos) através da inibi¢do da atividade da fosfatase alcalina, uma enzima
essencial para o processo de mineralizacio dssea (ROBINSON, 1923; REGISTER,
WURTHIER, 1984; BRADBEER et al., 1992, 1994). Em experimentos com peixes, analisou-
se a a¢do do cloreto mercurico sobre osteoblastos e osteoclastos. Os resultados mostraram que
o HgCl, influenciou a homeostasia do célcio e a atividade osteocléstica em curto tempo de
exposicdo (inibi¢do da fosfatase 4cida resistente ao tartrato — TRAP) e inibiu a atividade
osteoblastica (inibi¢do da fosfatase alcalina — ALP) sob exposi¢do em longo prazo (SUZUKI
et al., 2004). Sendo assim, o HgCl, estaria alterando a atividade dos osteoblastos através da
inibicdo da ALP sob exposicdo em longo prazo como o deste estudo, e isto levou a
diminuicdo da densidade mineral e percentual de material mineral dos fémures dos animais
contaminados.

O HgCl, poderia estar ainda causando toxicidade as c€lulas 6sseas através do
mecanismo de indugdo de estresse oxidativo. O mercurio divalente (Hg*"), ap6s entrar na
célula, pode reagir com os grupos tidis (-SH) de proteinas e enzimas, desse modo esgotando
os tidis intracelulares, especialmente glutationa, causando estresse oxidativo
(GSTRAUNTHALER, PFALLER, KOTANKO, 1983). Recentes estudos demonstram que a
producdo de radicais livres e o estresse oxidativo, habito de fumar, hipertensdo e diabetes
mellitus estdo classificados como fatores de risco para osteoporose (RODRIGUEZ et al.,
2007; SHEWEITA, KHOSHHAL, 2007). GIRARDI, ELIAS (1985) observaram alteragdo da

atividade das enzimas glutationa peroxidase (GSH-Px) e catalase em animais com contetido
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reduzido de grupos tiolicos ndo-protéicos (NPSH) uma hora apds a exposi¢do dos animais a
5,0 mg/Kg de cloreto de merctrio (HgCl,). Neste estudo o HgCl, poderia estar causando
estresse oxidativo nas células dsseas e alterando a sua atividade. Outros estudos que mostram
que altos niveis de H,O, favorecem a diferencia¢do de osteoclastos e inibem a diferencia¢ao
de osteoblastos e liberacdo do estoque de célcio intracelular por um mecanismo sensivel ao
IP3 (inositol-3-fosfato) (NAM et al., 2002), propiciando dessa forma uma acentuada
diminuicao da densidade mineral 6ssea corroborando com o resultado de densidade mineral
deste estudo, nos quais pode-se sugerir que ocorra aumento da reabsorcdo Ossea pelos
osteoclastos e diminuigdo da formacdo Ossea pelos osteoblastos (MODY et al., 2001;
SONTAKE, TARE, 2002; BAI et al., 2004). O HgCl, pode estar alterando a expressao da via
de sinalizagdo da Wnt, induzindo o fator de transcricio FOXO (Forkhead Box) por ROS
(espécies reativas de oxigénio) e, assim antagonizando a via de sinalizagdo Wnt/B-catenina
que ¢ um estimulo essencial para a osteoblastogénese e responsavel por suprimir a apoptose
osteoblastica, adipogénese e osteoclastogénese (ALMEIDA et al., 2007).

O teste de flex@o a trés pontos possibilita observar as principais propriedades
biomecanicas do tecido 6sseo. De acordo com MELTON et al. (1986), as propriedades
biomecanicas correspondem, provavelmente, aos parametros mais importantes referente ao
risco de fraturas, que ¢ o efeito clinico de maior relevancia na osteoporose. Para PENG et al.
(1994), embora a osteopenia em ratos ndo leve a fraturas, ¢ possivel avaliar a resisténcia
mecanica, e consequentemente, a qualidade 6ssea dos animais estudados através destes
parametros. A resisténcia mecanica do osso a fraturas estd relacionada ao grau de
mineralizagdo (BOYDE et al., 1995; CURREY, BREA, ZIOUPS, 1995, LEOPOLA et al.,
1996). Esta relagdo tem sido estudada extensivamente, mas os 6timos valores de densidade
mineral para a resisténcia Ossea ndo tem sido determinados, embora recentes estudos tem
sugerido que possa ser modificada pelo estado estrogénico (BOYDE et al., 1998). A
diminui¢do do percentual de material mineral levou a uma reducao da densidade mineral que
poderia promover alteracdo do comportamento biomecanico. Entretanto em nosso estudo nao
observou-se alteragdo significativa dos parametros biomecanicos (TABELA 8 e FIGURA 12).
KATSUMATA et al. (1995) observaram diminuicao da densidade mineral 6ssea do fémur de
ratas ovariectomizadas em relagdo ao grupo intacto, no entanto nao houve diferenga da forga
de fratura e da rigidez. Mesmo se observando diminui¢do do percentual de material mineral e
da densidade mineral dos fémures diante da contamina¢do com cloreto mercurico, esta
diminui¢ao da densidade ndo foi suficiente para alterar os parametros biomecanicos. Este fato

pode estar relacionado com a capacidade dos metais pesados como Cd, Pb e Hg poderem se
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incorporar nos cristais da hidroxiapatita (BLUMENTHAL et al., 1995; CHRISTOFFERSEN
et al., 1998) ou ligar-se a proteinas osseas, incluindo as metalotioneinas (BRANDAO et al.,
2005, PEIXOTO et al., 2007) ou a outras substancias e formar um complexo organo-metal
mimetizando o efeito de outras. Essa concep¢do de mimetismo molecular e i6nico tem sido
postulada como mecanismo pelo qual certos metais toxicos tém a capacidade de entrar na
célula e agir ou servir como analogo estrutural e/ou funcional de outros endogenos
biomoleculares (BRIDGES, ZALUPS, 2004). O metal incorporado nos cristais de
hidroxiapatita poderia estar afetando suas propriedades e contribuindo para a alteracdo dos
parametros biomecanicos servindo como analogo estrutural ou funcional no lugar do calcio,
diminuindo a sua incorporacdo ou aumentando a sua liberagdo do osso. Outro metal que se
assemelha ao célcio em suas propriedades atdmicas e i0nicas € o estroncio e devido a isto
pode repor ou substituir as posi¢cdes do célcio na hidroxiapatita (TUREK, 1991). Recentes
estudos tem mostrado que o ranelato de estroncio (Protelos) ¢ eficaz no tratamento da
osteoporose (FOGELMAN, BLAKE, 2005; REGINSTER et al., 2005; BRUYERE et al.,
2007). O mecanismo pelo qual isso ocorre esta relacionado com a sua capacidade de estimular
a diferenciacdo de pré-osteoblastos e a sintese de coldgeno, hipotetiza-se que esse metal tem
a propriedade de agir como agonista do receptor extracelular sensivel ao calcio (CaR),
aumentando assim a formacdo oOssea. Além disso ocorre diminuicao da diferenciagdo de
osteoclastos, reduzindo assim a reabsor¢do 6ssea. O tratamento com ranelato de estroncio
promoveu aumento do ganho de massa 6ssea e densidade mineral que refletiu em aumento da
forca maxima oOssea indiretamente confirmada pela reducdo do risco de fraturas em
experimentacdo humana (MARIE, 2005; FONSECA, 2008).

Outros fatores, como a geometria 0ssea e as propriedades materiais também
poderiam estar influénciando os resultados dos pardmetros biomecanicos deste estudo
(EINHORN, 1996). Mesmo o mercurio estando incorporado nos cristais de hidroxiapatita,
este metal ndo alterou as propriedades materias dos ossos, como demonstrado pela
manuten¢do dos pardmetros biomecanicos Osseos dos fémures dos animais do grupo
contaminado.

GRAEME, POLLAK em um trabalho de revisdo relatam que o cloreto
mercurico tem a capacidade de atingir os vasos sanguineos, penetrar neles e se ligar a células
vermelhas. Em nosso estudo, analisamos as concentragdes plasmadticas de célcio e fosforo
com o objetivo de verificar se estes parametros pudessem nos fornecer algumas alteracdes
sobre uma lesdo renal. Nos resultados obtidos verificou-se que as concentragdes plasmaticas

de calcio e fosforo foram maiores nos animais grupo contaminado, porém as diferencas nao
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foram significantes quando comparados com o controle (TABELA 7 e FIGURA 11).
Resultados semelhantes foram demonstrados por JIN et al (2002) que observaram diminui¢do
da densidade mineral dssea em animais contaminados com HgCl, mais anticorpo contra a
metalotioneina, mas também ndo observaram alteracdes nesses parametos. SUZUKI et al.
(2004) relataram diminui¢ao das concentragdes plasmaticas de calcio de peixe apos 8 dias de
contaminagdo por metilmerctrio, o que pode estar relacionado com a via de administragao,
animal, dose, tempo de exposicdo do contaminante e a especie quimica utilizada. Em nosso
estudo o cloreto mercurico ndo causou lesdo renal ou causou uma lesdo renal nao significante
para alterar as concentragdes de calcio e fosforo plasmatico.

Em relacdo ao conteido de calcio e fosforo dos fémures dos animais
determinados através de ensaio colorimétrico ndo houve diferenca entre os grupos
experimentais (TABELA 6 e FIGURA 10), entretanto, observou-se diminui¢ao do percentual
de célcio determinado por Espectometria de Dispersdo de Raios-X nas tibias dos animais
contaminados com cloreto mercurico (TABELA 1 e 2). Alguns fatores podem estar
influénciando a diferenca de resultados como a técnica usada para a analise do calcio e 0 0sso
usado para a andlise. Na Espectometria de Dispersdo de Raios-X realizou-se um
escanecamento da superficie do osso a ser analisado e o resultado ¢ dado pela leitura de
diferentes espectros de raios-x para cada elemento, enquanto na analise pelo ensaio
colorimétrico usa-se o osso total e o resultado ¢ dado pela leitura de cor. Outro fator que
poderia estar contribuindo ¢ a diferenca de constituicdo dssea do fémur e da tibia. A tibia ¢é
mais rica em osso trabecular do que em osso cortical, enquanto o fémur ¢ mais rico em 0sso
cortical do que em osso trabecular. Se considerarmos que a produgdo de metalotioneinas esta
relacionada com a deposicao de mercurio no tecido 6sseo e que a sua produgdo 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), entdo sugere-se que possa estar ocorrendo
maior deposi¢do de mercurio no osso trabecular do que no osso cortical. Se a incorporacao de
mercurio ¢ maior em 0ssos mais ricos em 0sso trabecular (tibia), o percentual de atomos de
calcio estaria menor, ja que o Hg2+ pode-se ligar aos sitios de liga¢do do calcio, diminuindo a
sua incorporagdo ou aumentando a sua liberagdo. A incorporagdo de mercurio estaria maior
nas tibias dos animais contaminados, levando a diminui¢ao do percentual de calcio, estando

de acordo com os resultados obtidos por Espectometria por Dispersao de Raios-X.
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6 CONCLUSOES

A contaminag¢do com cloreto mercurico na dose de 2,5 mg/Kg PC durante 60
dias permitiu observar:

e que o tratamento via gavagem gastrica foi efetivo em promover a incorporagdo desse
metal no tecido dsseo.

e que os parametros bioquimicos nao mostraram alteragdes.

e aumento dos pesos (imerso ¢ umido), do diametro maior, do volume oOsseo e
percentual de agua dos fémures dos animais diante da contaminagdo por cloreto
mercurico ¢ diminuicdo do percentual de material mineral e da densidade mineral
nesse grupo.

e que apesar da redu¢do dos parametros percentual de material mineral e densidade
mineral dos fémures dos animais do grupo contaminado ndo houve alteracdo dos

parametros biomecanicos analisados através do teste de flexdo a trés pontos.

A contaminacdo com mercurio na forma (cloreto mercurico), dose (2,5
mg/Kg PC) durante 60 dias provocou pequena alteragdo do desenvolvimento dsseo de ratos,
como pode ser observado pelo aumento do diametro maior da didfise femoral que refletiu em
aumento do volume 6sseo nos fémures dos animais do grupo contaminado e diminui¢dao do
percentual de material mineral levando a diminui¢do da densidade mineral, sem alterar os

parametros biomecanicos.
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Apéndice



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

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

Ratos 1* 2 3 4 5° 6" 7 8 9? 10°
Semana | Semana | Semana | Semana Semana Semana Semana Semana Semana Semana

1 68 103 155 194 239 271 295 328 309 347

2 70 109 151 196 199 236 259 280 324 315

3 69 106 150 189 216 250 263 289 326 308

4 71 111 155 198 223 224 257 285 310 305

5 77 116 160 211 252 264 278 309 323 337

6 75 113 158 192 226 250 260 282 329 300

7 71 107 148 196 202 205 264 278 304 289

8 80 135 181 216 243 271 306 316 316 313

9 90 137 183 222 254 270 298 318 306 308

10 81 120 154 188 216 234 271 289 296 303
MEDIA 75,20 115,70 159,50 200,20 227,00 247,50 275,10 297,40 313,00 312,00
DP 6,9249 11,7855 12,3939 11,8393 19,4992 22,5302 18,2114 18,4161 10,9651 17,2964
EPM 2,1898 3,7269 3,9193 3,7440 6,1662 7,1246 5,7589 5,8237 3,4674 5,4696

N 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10







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

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

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

1 75 126 171 192 239 266 282 298 309 317

2 77 124 171 208 248 272 277 316 324 327

3 72 114 153 198 231 266 301 318 326 312

4 67 123 163 205 238 265 286 299 310 318

5 78 116 162 203 240 247 295 312 323 326

6 73 128 170 206 246 264 302 318 329 310

7 81 125 169 201 242 246 301 317 316 326

8 76 117 160 191 221 224 271 286 296 302
Média 75,50 123,50 166,00 202,00 239,50 264,50 290,50 314,00 319,50 317,50
DP 4,2573 5,2081 6,4903 6,3471 8,6427 16,0601 12,0586 12,1066 11,1090 8,9562
EMP 1,3462 1,6469 2,0524 2,0071 2,7330 5,0786 3,8132 3,8284 3,5129 2,8322

N 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8




APENDICE C: PARAMETROS BIOMETRICOS — GRUPO CONTROLE

(2 (2) (2 (mm) (mm) (mm) (2 () (2 (2)
Rato Peso Peso Ganho de | Comprimento | DiAmetro | Didmetro Peso Peso Peso Peso da
Inicial final peso maior menor imerso umido seco cinza
1 68 347 279 36,50 3,90 3,00 0,2345 0,6920 0,4462 0,2954
2 70 315 245 35,85 3,83 2,86 0,2134 0,6588 0,4137 0,2756
3 69 308 239 35,73 3,91 2,90 0,2345 0,6929 0,4155 0,2869
4 71 305 234 35,98 3,63 2,81 0,2022 0,6959 0,4356 0,2776
5 77 337 260 35,50 3,58 2,90 0,2045 0,7024 0,4244 0,294
6 75 300 225 35,58 3,50 2,76 0,2136 0,6613 0,4323 0,2722
7 71 289 218 35,18 3,80 2,78 0,2012 0,6346 0,4132 0,278
8 80 313 233 35,75 3,85 3,00 0,1997 0,7234 0,4358 0,2895
9 90 308 218 35,45 4,01 2,75 0,2345 0,7012 0,4674 0,3185
10 81 303 222 33,80 4,10 2,95 0,2243 0,6943 0,4221 0,2755
MED 75,20 312,50 237,3000 35,5320 3,8110 2,8710 0,2162 0,6857 0,4306 0,2863
DP 6,9249 17,2964  19,65282 0,7039 0,1902 0,0945 0,0146 0,0261 0,0169 0,014
EPM 2,1898 5,4696 6,214767 0,2226 0,06016 0,02987 0,0046 0,0083 0,0054 0,0044
N 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10




APENDICE D: PARAMETROS BIOMETRICOS — GRUPO CONTAMINADO

(2 (2 (2) (mm) (mm) (mm) (2) (2 () ()
Rato Peso Peso Ganho de | Comprimento | Didmetro | Diametro Peso Peso Peso Peso da
inicial final peso maior menor imerso umido seco cinza
1 75 317 242 35,40 4,50 2,85 0,2651 0,7815 0,4572 0,2701
2 77 327 250 35,45 4,00 3,00 0,2675 0,7654 0,4432 0,2756
3 72 312 240 34,60 4,30 3,05 0,2564 0,7647 0,4485 0,2745
4 67 318 251 35,75 4,40 2,90 0,2422 0,7664 0,4302 0,2877
5 78 326 248 35,75 4,50 2,90 0,2691 0,7568 0,4567 0,2780
6 73 310 237 35,70 4,40 3,00 0,2538 0,7930 0,4483 0,2732
7 81 326 245 35,80 4,40 2,85 0,2404 0,7828 0,4300 0,2645
8 76 302 226 34,00 4,15 2,80 0,2431 0,7281 0,4262 0,2783
MED 75,50 317,50 242,37 35,30 4,33 2,91 0,2547 0,7673 0,4425 0,2752
DP 4,2573 8,9562 8,2277 0,6576 0,1751 0,0884 0,0118 0,0199 0,0123 0,0067
EPM 1,3462 2,8322 2,9089 0,2325 0,0619 0,0312 0,0042 0,0070 0,0044 0,0024
N 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8




APENDICE E: PARAMETROS BIOFIiSICOS — GRUPO CONTROLE

(em®) (g/em’) (g/em’)
] % Ossea | %Ossea
Rato Volume | Densidade | Densidade | % Ossea de de
Osseo Ossea Mineral de Agua | Material | Material
Orgénico | Mineral
1 0,4575 1,5126 0,6457 35,52 21,792 42,69
2 0,4454 1,4791 0,6188 37,20 20,962 41,83
3 0,4584 1,5116 0,6259 40,03 18,560 41,41
4 0,4937 1,4096 0,5623 37,40 22,704 39,89
5 0,4979 1,4107 0,5905 39,58 18,565 41,86
6 0,4477 1,4771 0,6080 34,63 24,210 41,16
7 0,4334 1,4642 0,6414 34,89 21,305 43,81
8 0,5237 1,3813 0,5528 39,76 20,224 40,02
9 0,4667 1,5025 0,6825 33,34 21,235 45,42
10 0,4700 1,4772 0,5862 39,20 21,115 39,68
MED 0,4694 1,4626 0,6114 37,1564 21,067 41,776
DP 0,0278 0,0463 0,0399 2,4478 1,7140 1,8199
EPM 0,0088 0,0146 0,0126 0,7741 0,5420 0,5755
N 10 10 10 10 10 10




APENDICE F: PARAMETROS BIOFiSICOS - GRUPO CONTAMINADO

em)  (gem’)  (glem))
] % Ossea | %Ossea
Rato Volume | Densidade | Densidade | % Ossea de de
Osseo Ossea Mineral de Agua | Material | Material
Orgénico | Mineral
1 0,5164 1,5134 0,5230 41,50 23,940 34,56
2 0,4979 1,5373 0,5535 42,10 21,900 36,01
3 0,5083 1,5044 0,5400 41,35 22,750 35,90
4 0,5242 1,4620 0,5488 43,87 18,590 37,54
5 0,4877 1,5518 0,5700 39,65 23,610 36,73
6 0,5392 1,4707 0,5067 43,47 22,080 34,45
7 0,5424 1,4432 0,4876 45,07 21,140 33,79
8 0,4850 1,5012 0,5738 41,46 20,310 38,22
MED 0,5126 1,4980 0,5380 42,3081 21,7918 35,9002
DP 0,0219 0,0373 0,0303 1,7229 1,7645 1,5645
EPM 0,0077 0,0132 0,0107 0,6091 0,6238 0,5531
N 8 8 8 8 8 8




APENDICE F: PARAMETROS BIOMECANICOS

GRUPO CONTROLE GRUPO CONTAMINADO
kN kN N/mm J
) S N ) (kN) (kN) ( ) )
Ratos For¢a Forca de Rigidez Resiléncia
Ratos F,O rea Forga de Rigidez | Resiléncia Mixima | Ruptura
Maxima Ruptura
1 92,0 74,2 155,1 0,0456
1 98,4 81,6 178.0 0,0684
2 103,1 87,0 145,9 0,0668
2 90,1 81,3 166,5 0,0430
3 106,6 84,8 155,2 0,0587
3 97,4 82,0 179,4 0,0622
4 91,7 91,7 122,6 0,0476
4 78,0 53,9 164,9 0,0415
5 101,4 64,6 175,8 0,0628
5 94,0 69,3 181,1 0,0399
6 88,6 79,5 113,9 0,0657
6 82,3 68,8 165,8 0,0386
7 99,3 83,6 173,9 0,0475
7 80,4 71,0 1414 0,0428
8 87,3 73,6 171,7 0,0467
8 96,5 63,4 156,2 0,0493
MED 96,25 79,88 151,76 0,0552
9 81,9 80,8 162,7 0,0518
DP 7,2433 8,7262 23,3199 0,0092
10 85,5 78,3 134,7 0,0563
EPM 2,5609 3,0852 8,2448 0,0033
MED 88,45 73,04 163,07 0,0493
N 8 8 8 8
DP 7,7522 9,4579 15,4884 0,0102
EPM 2,4515 2,9908 4,8978 0,0032
N 10 10 10 10




APENDICE G: PARAMETROS BIOQUIMICOS

GRUPO CONTROLE GRUPO CONTAMINADO
mg mg
Ratos Calcio Fosforo mg mg
1 114,2 78,9 Ratos Cilcio Fosforo
2 96,4 75,8 1 103,2 84,3
3 110,3 71,2 2 110,0 81,3
4 96,4 73,6 3 98,1 76,5
5 109,7 75,2 4 90,9 74,3
6 99,5 61,2 5 97,3 63,6
7 106,6 67,4 6 97,9 61,2
8 92,7 66,7 7 92,4 66,3
9 101,9 70,3 8 97,1 74,9
10 85,4 72,9 MED 98,366 72,8104
MED 101,2958 71,3304 DP 6,010 8,3363
DP 8,96333 5,1737 EPM 2,125 2,9473
EPM 2,834454 1,6361 N 10 8
N 10 10




APENDICE H: PARAMETROS BIOQUIMICOS

GRUPO CONTAMINADO

(mg/dl de plasma) (mg/dl de plasma)
Ratos Cilcio Fosforo
1 9,8310 4,885
2 9,4174 4,907
3 9,8583 5,873
4 8,3255 5,082
5 9,3154 5,120
6 9,2147 4,525
7 9,7425 5,180
8 7,5447 4,634
MED 9,1562 5,02593
DP 0,8173 0,41265
EPM 0,2889 0,14589
N 8 8

GRUPO CONTROLE
(mg/dl de plasma) (mg/dl de plasma)
Ratos Calcio Fosforo
1 9,6286 4,514
2 7,2635 4,405
3 38,1822 5,415
4 9,3214 5,393
5 9,2674 5,251
6 4,6114 4,563
7 8,9468 5,415
8 9,7167 4,612
9 9,8111 4,651
10 9,8434 4,967
MED 8,6593 4,9187
DP 1,6411 0,4150
EPM 0,5189 0,1312
N 10 10




