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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi investigar os efeitos do chumbo sobre fémures e
vertebras de ratas durante seu desenvolvimento e maturidade esquelética. Para este propdsito,
ratas com um més de idade foram intoxicadas com acetato de chumbo 100mg/Kg de massa
corporal, e 0s grupos controles tratados com salina 0,9% 0,1 ml/100g de massa corporal. O
tratamento foi realizado via gavagem géstrica, uma vez por semana, durante 2 meses. Ap0s
este periodo, a contaminacdo foi cessada e 0s animais receberam apenas agua e racdo
comercial ad libitum até completarem 6, 9 e 12 meses de vida, sendo os animais do grupo 3
meses eutanasiados ao final do tratamento. A incorporacdo do chumbo no tecido dsseo
ocorreu em todos os grupos de animais intoxicados. O chumbo n&o prejudicou o
desenvolvimento corporal dos animais experimentais. No teste de flex&o a trés pontos, foi
observada a reducdo da forca maxima, rigidez e resiliéncia dos fémures dos animais
contaminados dos grupos 6, 9 e 12 meses. Nas vértebras (teste de compressdo), esta reducéo
foi evidente em ratas maduras esqueléticamente (9 meses de idade). O presente estudo revelou
que a exposi¢do ao chumbo, durante o estagio inicial de desenvolvimento esquelético, afeta o
perfil mineral 6sseo levando ao enfraquecimento biomecanico com a maturidade esquelética.
Os resultados nos levam a concluir que a exposicdo ao chumbo afeta as propriedades

biomecéanicas do 0sso maduro aumentando a predisposicéo a fraturas.

Palavras chave: tecido dsseo, propriedades biomecanicas, chumbo, rato.



ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the effects of lead on femurs and vertebrae
during development and skeletal maturity of female rats. For this purpose, one month old
female rats were treated with lead acetate 100mg/kg BW or saline 0,9% 0,1ml/100g BW . The
treatment was administrated by gastric gavage, once a week, during two months. After the
treatment period, the animals received only tap water and commercial chow ad libitum until
they completed 6, 9 and 12 months of life. The 3 months old groups were sacrificed soon after
the treatment. The incorporation of lead in bone tissue occurred in all groups of intoxicated
animals. The lead did not interfere the body development of experimental animals. The lead
intoxication induced reduced maximum load, stiffness and resilience of the femur in the three-
point bending test in the groups 6, 9 and 12 months of life. The compression test of vertebrae
of contaminated rats showed reduction of biomechanical parameters only in skeletally mature
rats (9 months). The present study revealed that lead exposure during early stage of
development affected the bone mineral profile leading to biomechanical weakness with
skeletal maturity. The results allow us to conclude that lead exposure affects the

biomechanical properties of mature bone increasing susceptibility to fractures.

Key words: bone tissue, biomechanical properties, lead, rat.
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1. INTRODUCAO

1.1  Tecido Osseo

O tecido dsseo € um tecido conjuntivo especializado, dinamico e vital, que
proporciona a integridade mecanica necessaria para a locomocao e protecdo dos 6rgéaos. E
ainda, encontra-se intimamente associado a homeostase mineral, além de ser sitio priméario da
hematopoiese (FERNANDEZ-TRESGUERRES-HERNANDEZ-GIL et al., 2006a).

Com a maturidade esquelética, 0 0sso tende a remodelar-se durante toda a vida e
adaptar suas propriedades materiais as sobrecargas mecanicas que recebe, visando garantir a
integridade das funcGes 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 (MILLER, 2006; RIGGS et
al., 2006).

Os 0ssos sdo constituidos de material organico, material mineral (ou inorgéanico) e
agua. A fase organica determina a estrutura e as propriedades mecénicas 6sseas e é composta
de matriz dssea ou ostedide e de células prdprias do tecido 6sseo. A matriz 6ssea é formada
principalmente de colageno tipo | e outras proteinas, como os fatores de crescimento,
citoquinas e proteinas da matriz extracelular (osteonectina, osteopontina, sialoproteinas
Osseas, osteocalcina, proteoglicanos, fosfoproteinas e proteolipideos), compondo 98% do
material organico 6sseo. Os 2% restantes sdo formados pelas células dsseas, os osteoblastos,
responsaveis pela formacdo da matriz 0ssea, 0s ostedcitos, que representam 0s osteoblastos

que ficaram circundados pela matriz mineralizada e os osteoclastos que s&o células
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multinucleadas, responsaveis pela reabsorcdo Ossea (FERNANDEZ-TRESGUERRES-
HERNANDEZ-GIL et al., 2006a).

A fase mineral (ou inorganica) € composta principalmente de um mineral contendo
fosfato e célcio, a hidroxiapatita. As pequenas quantidades de impurezas contidas nesta
apatita (como o chumbo que pode substituir calcio) alteram algumas propriedades fisicas do
cristal tendo efeitos criticos sobre a funcdo normal (FERNANDEZ-TRESGUERRES-
HERNANDEZ-GIL et al., 2006a).

A microarquitetura 6ssea se organiza de modo a suportar 0s estresses mecanicos
gerados pelas atividades normais. Essa relacdo estrutura/funcdo em adicdo ao papel na
manutencdo da homeostase mineral, leva ao processo de formacdo e reabsorcdo do tecido
0sseo, que perdura por toda a vida do individuo. Esse processo é chamado de remodelacao
ossea. E estimado que, no tecido 6sseo de adultos, aproximadamente 25% do osso trabecular e
3% do osso cortical sdo renovados anualmente (FERNANDEZ-TRESGUERRES-
HERNANDEZ-GIL et al., 2006a).

Segundo Miller (2006), o processo de remodelacdo 6ssea € altamente regulado por
fatores sistémicos e locais em resposta a sinais quimicos, mecanicos, elétricos e magnéticos.

O processo de remodelagdo Ossea é ciclico e envolve 0s seguintes estagios:
quiescéncia — ativacdo — reabsorcdo — reversdo — formacdo — quiescéncia. Durante o estagio
de quiescéncia, a superficie 6ssea encontra-se inativa com respeito ao remodelamento, sendo
recoberta por uma fina camada de células de revestimento (osteoblastos modificados)
(FERNANDEZ-TRESGUERRES-HERNANDEZ-GIL et al., 2006b). Essas células possuem
receptores para fatores sisttémicos e locais, como paratorménio (PTH) e protaglandina E;
(PGE,). Quando estimulada as ceélulas liberam proteases e expoem uma pequena area de
matriz 0ssea mineralizada (FERNANDEZ-TRESGUERRES-HERNANDEZ-GIL et al.,

2006b). A partir dai inicia-se a ativagdo, onde as células mononucleares do sistema fagocitario
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sdo atraidas para esta superficie, ancorando-se e fundindo-se, originando os osteoclastos. O
estagio seguinte é a reabsorcdo, 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. O processo de reabsorcdo pode levar de 1 a 3 semanas e €
seguido por um intervalo de 1 a 2 semanas, denominado reversdo. E provavel que os
mecanismos responsaveis pelo acoplamento reabsorcdo-formacéo acontecam nesta fase. Em
seguida tem inicio o estagio de formacéao, onde os osteoblastos sintetizam a matriz 6ssea que
posteriormente € mineralizada, a cavidade produzida pelos osteoclastos € preenchida e a
superficie dssea retorna a quiescéncia. A duracdo do estagio de formacdo é de
aproximadamente 3 meses e o ciclo de remodelacdo dssea leva aproximadamente 4 meses
para ser completado, porém um periodo de 3 a 6 meses € requerido para 0 0SSO tornar-se
plenamente maduro (FERNANDEZ-TRESGUERRES-HERNANDEZ-GIL et al., 2006b).

A afinidade entre o chumbo e 0sso se deve a similaridade de sua valéncia com a do
calcio. O contetdo de chumbo no esqueleto ndo é distribuido homogeneamente, existindo
duas fragOes distintas, uma nos 0ssos trabeculares e outra nos 0ssos corticais. (SMITH et al.,

1995).

1.2 Chumbo

Chumbo (Pb) é um metal de ocorréncia natural na crosta terrestre, classificado como
toxico. Este metal foi um dos primeiros a ser manipulado pelo homem por possuir
caracteristicas como baixo ponto de fusdo, durabilidade, ductibilidade e facilidade em formar
ligas metalicas (SHEETS, 1998).

O chumbo pode ser usado em sua forma pura ou formando compostos com outros

elementos quimicos. A utilizagdo do chumbo remonta de tempos pré-histéricos. Entretanto,



20

foi a partir da revolucdo industrial que o chumbo comecou a ser utilizado em larga escala.
Desde entdo, a contaminacdo por chumbo tornou-se um problema de saude publica. O uso
extensivo do chumbo pela inddstria tem liberado cerca de 300 milhdes de toneladas do metal
para 0 ambiente, sendo os ultimos 500 anos responsaveis pela maior parte desta poluicdo
(TONG; SCHIRNDING; PRAPAMONTOL, 2000).

Os principais setores de utilizacdo do chumbo sdo fabricacdo e reforma de baterias
chumbo-acidas, reparadoras de radiadores, fundi¢es secundarias e refino de metais, onde os
trabalhadores sofrem altos niveis de exposi¢do. Nos paises em desenvolvimento, a fabricacédo
de baterias em pequena escala ou operacOes de reparos sdo responsaveis pela maioria das
intoxicacfes ocupacionais por chumbo notificadas (GOLDSBERG et al., 1997).

A exposicdo ao chumbo é caracterizada como ocupacional quando decorre da
utilizacdo do metal em alguma etapa do processo de trabalho. Segundo Hipkins et al. (1998),
podem ser quantificadas mais de 200 atividades envolvendo a exposicao de trabalhadores ao
chumbo. E, paralela a exposicdo ocupacional, verifica-se a exposi¢cdo de populacBes
circunvizinhas as fabricas emissoras do metal para o ambiente (CANDELA; FERRI; OLMI,
1998). Estas populacdes exibem niveis de chumbo em sangue mais elevados que as
populacbes ndo expostas (IZMEROV, 1998). A exposi¢do ao chumbo também pode ocorrer
durante atividades como a demolicdo e restauracdo de construcbes velhas, cujas tintas
contenham o metal em sua composigé&o.

O chumbo pode ser encontrado no ar, na dgua de beber, nos rios, lagos e oceanos, na
poeira, no solo e na cadeia alimentar. Portanto a exposi¢do ambiental ao chumbo pode ocorrer
pela ingestdo de comida ou agua contaminada, por contato com tintas contendo o metal, pelo
ar ou poeira contaminado, sendo algumas vezes provenientes de multiplas fontes (ATSDR,

2007; KELADA; SHELTON; KAUFMANN-KHOORY, 2001).



21

O chumbo foi amplamente empregado como aditivo da gasolina (Pb tetraetila) até o
ano de 1992, quando seu uso foi banido na maioria dos paises. Da mesma forma, a quantidade
de chumbo acrescida a determinados produtos como tintas, tem sido reduzida nos ultimos
anos com objetivo de minimizar a exposicdo (ATSDR, 2007; PAOLIELLO; De CAPITANI,

2007).

Nos ultimos vinte anos, 0s niveis de exposi¢do, e, consequentemente, 0s valores de
chumbo sanguineo da populacdo, em geral, vém decaindo significativamente devido as
medidas de controle (LIPPMANN, 1990; ATSDR, 2007). Mas ndo obstante as restricdes
guanto ao uso e a reducdo dos niveis aceitaveis de chumbo no ambiente de trabalho, a
exposicdo ao metal representa, ainda, um sério problema de salde ocupacional e ambiental,
principalmente nos paises em desenvolvimento, como o Brasil (ATSDR, 2007; FREITAS et

al., 2007; PAOLIELLO; De CAPITANI, 2007).

1.2.1 Aspectos toxicocinéticos do chumbo

1.2.11 Absorcao

A absor¢do do chumbo é determinada por sua espécie quimica, suas caracteristicas
fisico-quimicas e pela dose, freqiiéncia, duracdo e via da exposicao, podendo ser influenciada
por fatores como idade, sexo, estilo de vida, estado fisioldgico e nutricional, e ainda, pela

susceptibilidade individual do organismo exposto (ALEXANDER et al., 1998).
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O chumbo pode ser absorvido por diversas vias, principalmente atraves dos tratos
respiratorio e gastrointestinal. No caso das exposicdes ocupacionais, a via respiratoria
constitui-se na mais importante, enquanto a via digestiva tem maior representatividade em
exposicoes ambientais (ATSDR, 2007). A absorcdo pela via respiratoria é determinada, dentre
outros fatores, pela concentracdo do metal no ambiente, tamanho da particula e pela
ventilagdo pulmonar. Particulas com didmetros aerodinamicos acima de 5 um sdo,
geralmente, depositadas nas vias aéreas superiores, removidas pelo mecanismo mucociliar e
ingeridas, podendo ser absorvidas pelo trato gastrintestinal. A maioria das particulas menores
que 1 pm (fumos e vapores de chumbo) sdo depositadas e absorvidas na regido alveolar do
pulmdo. A absorcdo de chumbo pela via dérmica € minima, salvo se houver ferida local

(ATSDR, 2007).

1.2.1.2 Distribuicéo

Uma vez absorvido, o chumbo se distribui rapidamente entre sangue e tecidos moles,
de acordo com a intensidade da perfusdo sanguinea destes tecidos. 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 acido &-aminolevulinico (ALAD) e a
hemoglobina (SIMONS, 1993). 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 sulfidrilas (SH) (cisteina, hemocisteina e cisteamina), constituindo a
fracdo potencialmente tdxica do metal, que é capaz de alcangar demais diversos tecidos (AL-

MODHEFER; BRADBURY; SIMMONS, 1991).
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Nos tecidos moles - cérebro, figado, rim e baco - o chumbo permanece,
predominantemente, ligado as proteinas. Os complexos formados pelo chumbo e proteinas
acidas sdo denominados corpos de inclusdo intranucleares, e podem ser observados em células
do tdbulo renal proximal de individuos que apresentam neuropatia induzida pelo metal
(BELLINGER; LEVITON; WATUNAUX, 1987; FOWLER, 1989).

O chumbo ¢ redistribuido de acordo com sua afinidade pelos tecidos. Em casos de
exposicao cronica, cerca de 95% da carga corporea de chumbo acumula-se nos 0ssos, onde
sua meia-vida é em torno de 20 a 30 anos (BARRY, 1975). Apesar da complexidade da
distribuicdo farmacocinética do chumbo no corpo, é fato que o tecido 0sseo constitui o
principal sitio de estocagem de longo termo, de onde o metal pode ser mobilizado, levando o

organismo a uma exposicdo sistémica continuada (SMITH et al., 1995).

Alguns modelos teoricos tém sido propostos para a distribuicdo do chumbo no
organismo. Um desses € o modelo classico de Rabinowits (1976), que baseado em estudos
cinéticos com isotopos estaveis de chumbo (Pb,O,), propde um modelo tricompartimental. No
primeiro compartimento, contendo cerca de 4% da carga corpérea total do chumbo, ha um
rapido fluxo entre o sangue, fluidos biologicos e tecidos moles com meia-vida de
aproximadamente 30 dias. No segundo, onde o chumbo apresenta meia-vida de 40 dias a um
ano, ocorre um intercdmbio mais lento entre tecidos moles e o0ssos. O terceiro é formado
somente pelo tecido 6sseo, onde o tempo de permanéncia do metal pode ser de quase 30 anos.

Agentes quelantes tém sido usados terapeuticamente para extrair o chumbo dos
tecidos. Estes agentes também sdo utilizados em estudos sobre estimativas da carga corpdrea
do metal (GOYER, 1997).

O chumbo possui a capacidade de atravessar a barreira transplacentaria. Portanto, a
exposicao da crianca ao metal pode ter inicio ainda na vida intra-uterina, além de pode ser

transferido para a crianca atraves do leite materno (ONG; CHIA; FOO, 1993).
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A barreira hematoencefdlica também pode ser atravessada pelo chumbo. A
distribuicdo pelo sistema nervoso € desigual, com altos niveis no hipocampo e amigdala

(SKERFVING et al., 1993).

1.2.1.3 Biotransformacéo e Eliminacéo

O chumbo inorganico ndo sofre biotransformacdo no organismo, mas pode formar
complexos reversiveis com proteinas, aminoacidos e pequenos peptideos tionados. Os
compostos organicos de chumbo podem ser transformados em metabolitos altamente
neurotoxicos (BARRY, 1975).

A eliminacdo do chumbo ocorre principalmente pela via renal, através dos processos
de filtrac&o glomerular e reabsorgdo tubular (ARAKI; SATA KATSUYUKI, 1990). O fluxo
urinario pode afetar a excrecdo urindria do chumbo, segundo o ritmo circadiano. O chumbo
pode ser excretado também pela via biliar, possivelmente, complexado a glutationa

(SKERFVING et al., 1993).

1.2.2 Aspectos toxicodinamicos do chumbo

O chumbo apresenta um amplo espectro de efeitos adversos sobre o organismo,

afetando os sistemas cardiovascular, neuroldgico, gastrintestinal, hematoldgico, renal e
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reprodutor. Também estd associado ao aumento da pressdo arterial e alteracdes dos niveis
séricos da vitamina D (ATSDR, 2007). Além do mais, é possivel que o chumbo também
exerca atividade mutagénica e carcinogénica (SKERFVING et al., 1993).

A intoxicacdo por chumbo é denominada Saturnismo ou plumbismo, cujos sinais e
sintomas classicos sdo: dor abdominal, fadiga, sonoléncia, cefaléia inespecifica, dores
articulares, irritabilidade, impoténcia sexual, depressdo, anorexia, mialgia, tremores,
alteracdes do ritmo intestinal, hipertensao arterial sistémica e perda de peso (ATSDR, 2007).

O mecanismo de acdo do chumbo ocorre por sua ligacdo aos grupamentos funcionais
de determinadas proteinas (ATSDR, 2007). A interacdo chumbo-proteina pode acarretar
interferéncias em vias metabolicas importantes, inibicdo do transporte ativo e aumento da

permeabilidade passiva da célula.

1.3  Tecido Osseo e chumbo

O impacto dos danos provocados pelo chumbo sobre a densidade mineral 6ssea tem
sido bastante estudado ao longo dos anos (BARRY, 1975; GONZALEZ-RIOLA et al. 1997;
HAMILTON; O'FLAHERTY, 1995; MESTEK; DEYL; MIKSIK, 1998; RABINOWITZ,
1991). A incorporacdo do chumbo na matriz Gssea ocorre durante a calcificagdo
(GONZALEZ-RIOLA et al., 1997), seu acimulo no esqueleto pode comecar durante o
desenvolvimento fetal e continuar ao longo da vida, alojando-se em areas do crescimento e
mineralizacdo 6ssea (BARRY, 1975; GONZALEZ-RIOLA et al., 1997; HAMILTON;
O'FLAHERTY, 1995; MESTEK; DEYL,; MIKSIK, 1998; RABINOWITZ, 1991). Segundo

Pounds et al. (1991), o chumbo acumulado no esqueleto tem efeitos diretos sobre a funcéo
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dos osteoblastos, e ainda, pode intoxicar tanto o esqueleto animal quanto o humano causando
perturbacdes do desenvolvimento, formacdo e reabsorcdo dssea. O rato pode fornecer bons
modelos para estudos sobre importantes problemas relacionados ao esqueleto humano,
embora ndo haja animal que atenda todos os requisitos de um modelo ideal (FROST; JEE,
1992; KALU, 1991).

Para Escribano et al. (1997), o chumbo ndo afeta o crescimento longitudinal e
periférico de ossos longos, mas afeta o desenvolvimento do esqueleto axial. Ronis; Aronson e
Gao (2001), verificaram que ratos expostos ao chumbo durante seu desenvolvimento
apresentaram deficiéncia do crescimento corporal. Em humanos, os resultados obtidos por
Latorre; Hernandez-Avila e Orozco, (2003), suportam a hipétese de que a liberacdo de
estoques de chumbo 0sseo aumenta durante a pos-menopausa e constitui uma fonte de

exposicao interna associada a enfermidades.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Este trabalho teve como objetivo investigar os efeitos da intoxicagdo com chumbo
durante a fase prépuberal de ratas. Para tal, pardmetros bioquimicos, biométricos,
biomecanicos, biofisicos de fémures e vértebras de ratas em varios estagios de maturidade

foram analisados.

2.2  Especificos

e Observar o crescimento ponderal das ratas dos diferentes grupos experimentais.
e Verificar a eficacia do procedimento metodoldgico utilizado para promover a

incorporacdo do chumbo ao tecido 6sseo.

e Verificar se a influéncia do chumbo sobre o tecido 6sseo é tempo-dependente.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

No experimento foram utilizadas 64 ratas Wistar, com um més de idade no inicio do
experimento, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de S&do Carlos
(UFSCar). O experimento realizou-se no laboratério de Neuroendocrinologia do
Departamento de Ciéncias Fisioldgicas da UFSCar. As ratas foram mantidas no biotério deste
laboratdrio, em um regime de luz (10 horas claro e 14 horas escuro) e temperatura controlados
(25° £ 2°C), alimentados com ragdo comercial e agua “ad libitum”. Os animais foram pesados
semanalmente. Este protocolo experimental com modelo animal foi aprovado pelo Comité de

Etica em Experimentagdo Animal (CEEA) da UFSCar - Protocolo n° 056/2007.

3.2 Protocolo Experimental

O experimento teve inicio com o0s animais com 1(um) més de vida. As ratas foram
tratadas uma vez por semana, via gavagem gastrica, com 100mg de acetato de chumbo/ Kg de
massa corporal (CELIK; OGENLER; COMELEKOGLU, 2005; SMITH Jr.; MIELKE;
HENEGHAN, 2009; UNGVARY, 2002) ou salina 0,9% (0,1ml/100g MC) durante um

periodo de 2 (dois) meses. A eutanasia foi realizada por decapitacdo em tempos diferentes (3
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meses, 6 meses, 9 meses e 12 meses de vida) e os fémures, tibias e vértebras dos animais

foram dissecados e mantidos em salina a - 20°C até o inicio das andalises. O delineamento

experimental esta esquematizado na figura 1.

Inicio
intoxicacao

Protocolo Experimental

3meses (Controles—3C/ Intoxicados- 3l)
6 meses (6C/6l)

9meses (9C/9I)

12 meses
(12C/ 121)

Periodo sem intoxicacao

Fim Eutanasia Eutanasia Eutandsia

intoxicacao
e
Eutanasia

Figura 1. Protocolo experimental

3.3 Parametros Analisados
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Para o estudo dos efeitos provocados pela intoxicacdo de chumbo sobre a qualidade
Ossea dos fémures direitos e quintas (5%) vértebras lombares (L5) das ratas, foram utilizados 0s
seguintes parametros experimentais: parametro quimico - concentracdo de chumbo [Pb] em
tibias direitas; parametros biométricos - peso corporal (PC) (inicial e final), comprimento do
fémur direito; altura da L5; parametros biomecanicos — forgca maxima (FMéax), rigidez (Rig) e
resiliéncia (Res); parametros biofisicos — peso umido (PU), peso de material organico (PMO),
volume 6sseo (VO), peso das cinzas (Pcinzas), densidade 6ssea (DO), densidade mineral

(DM). Tais parametros serdo descritos individualmente a seguir.

3.3.1 Parametro quimico

3.3.1.1  Concentragdo de chumbo

A concentracdo de chumbo foi determinada por espectrometria de absor¢do atbmica
com chama (EAAC) em tibias direitas (uma amostra controle e uma de cada grupo
intoxicado), para confirmar a incorporagdo do chumbo no tecido 6sseo. As amostras foram
diluidas com HNOs; (7 mol | ™), (Merck, Darmstadt, Alemanha) e H,0, (30% v v ™)
(Mallinckrodt, México), até sua total decomposicdo. As solucdes de referéncia foram
preparadas ap6s sucessivas diluicdes de 1000 mg I™* da solugdo mae de Pb Tritisol® Merck
(Darmstadt, Alemanha). Foi utilizado um espectrofotdmetro  Spectra AA-640 Varian,
operando em um comprimento de onda de 283,3 nm com uma corrente de 10,0 mA, com

lampada de Deutério para a leitura das amostras.
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3.3.2 Parametros biométricos

3.3.2.1 Massa Corporal

A Massa Corporal (g) de cada animal dos diferentes grupos experimentais foi
verificada semanalmente, tanto para a correcdo do volume da droga ou do veiculo, como para

a monitoracao do crescimento e da saude dos animais.

3.3.2.2 Comprimento e Altura dos 0ssos

O Comprimento (mm) e Altura (mm) sdo medidas dos fémures e das vértebras,

respectivamente, mensuradas por paquimetro.

3.3.3 Parametros biomecéanicos

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 atraves de ensaios mecénicos de flexdo a trés pontos (nos

fémures) e de compressdo (nas vértebras), realizados em uma maquina universal Instron,
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modelo 4444, em temperatura ambiente (ENGESAETER; EKELAND; LANGELAND, 1978;

PENG etal., 1994).

3.3.3.1 Ensaio mecanico de flexdo a trés pontos

No teste de flexdo a trés pontos, as extremidades dos fémures ficaram apoiadas em
dois roletes, com diametros de 3,0mm, suportados por apoios distanciados de 21,70mm. A
forca foi aplicada utilizando uma célula de carga Instron, modelo CM, com capacidade
méaxima de 1KN. Esta forca foi aplicada perpendicularmente ao eixo longitudinal do 0sso, no
sentido antero-posterior, no ponto médio entre os dois apoios, por uma haste cilindrica com o
rolete de 3,0 mm fixada na sua extremidade, a uma velocidade constante de 0,5 cm/min até o
momento de ruptura do osso. A forca aplicada e o deslocamento do travessdao da maquina
foram monitorados e registrados através do programa Instron Series IX. (AKHTER et al.,

2004) (figura 2).
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Figura 2. Foto ilustrativa da maquina de ensaio universal Instron (modelo 4444) preparada
para o teste de flexdo a trés pontos em fémur de rata. A: painel de controle; B: haste
cilindrica para a aplicacdo de carga (forga); C: 0sso; D: suporte; E: célula de carga ligada a

ponte de extensiometria.
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3.3.3.2 Ensaio mecanico de compressao de vértebras

No teste de compressdo das vértebras, as extremidades do corpo vertebral foram
previamente lixadas para a obtencdo de superficies planas, e colocadas sobre um suporte
plano para receberem a carga de compressao. Esta carga foi aplicada utilizando uma célula de
carga Instron, modelo CM, com capacidade maxima de 1KN. A carga foi aplicada no sentido
cranio-caudal por uma haste com extremidade plana em uma velocidade constante de 2
mm/min até a compressao de dois tercos da altura de cada amostra.

Foram obtidas as curvas de for¢a-deformacéo para 0s ensaios e 0s parametros

relacionados a seguir foram analisados.

Forca Méaxima (N) — (Fmax)

Caracteriza a maior forca aplicada no ensaio, também conhecida como Ultima forca

(figura 3).

Rigidez (N/mm) — (Rig)

Obtida através da inclinacdo da reta (R) ajustada aos pontos da curva forca-

deformacéo na fase elastica (figura 3).

Resiliéncia (J) — (Res)

Determinada pela area sob a curva forga-deformagéo até o limite elastico (figura 3).
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Figurailustrativa o/

Forga (N)

Resiliéncia

Limite Eldstico Forga Maxima (Fmax)

Tangentedo angulo = Rigidez(Rig)| Deformagdo(mm)

Figura 3. Representacdo grafica da curva forca-deformacéo obtida com o teste de flexdo a trés
pontos dos fémures e compressdo das vértebras de ratas. Estdo assinaladas as propriedades
biomecanicas analisadas neste estudo. Forca maxima (Fmax), rigidez (Rig - inclinacdo da

reta), resiliéncia (Res).

3.3.4 Parametros biofisicos

Os fémures e as vértebras foram mantidos em agua destilada e colocados no

dessecador durante 24 horas com a finalidade de retirar o ar dos poros 6sseos.
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Os seguintes parametros foram verificados: Peso imerso (Pi) e peso Umido (Pu). A
seguir, 0s 0ssos foram desidratados em uma estufa (marca Funbec) a 100°C, durante 24 horas,
obtendo-se assim o peso seco (Os).

Para obtencdo do peso das cinzas (Pm), os ossos foram colocados em uma mufla a
800°C durante 24 horas. Para tais mensuracOes foi utilizada uma balanca eletronica (marca
Chyo). O peso de material organico (PMO) foi obtido através da diferenca entre o peso seco e
0 peso das cinzas.

O volume o0sseo foi calculado seguindo o Principio de Arquimedes. A densidade
mineral e 6ssea dos fémures foram calculadas a partir das equac6es abaixo descritas. Segundo
(KEENAN et al., 1997), a andlise do volume 06sseo pelo principio de Arquimedes é

equivalente a analise feita através da densitometria de raio-X por dupla energia (DXA).

. Pu -Pi
Volume Osseo = — (cm?)

i Pu
Densidade Ossea = (g/cmd)

Volume 6sseo

Pm
Densidade Mineral = (9/cmd)

Volume 6sseo




Onde:

Pm — Peso do Material Mineral (g)
Pu — Peso Umido do Osso (g)
Pi — Peso do Osso Imerso (Q)

p - Densidade da Agua (g/cm®)

37
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34 Analise estatistica

Os resultados estdo apresentados como MEDIA + EPM, comparados entre 0s grupos
experimentais pela andlise de varidancia ANOVA/MANOVA seguido do teste de Duncan’s
multiple range aplicados pelo programa Statistica. O nivel de significancia adotado foi de p <

0,05.

Normas Técnicas referentes a elaboracdo deste trabalho

A estrutura geral deste trabalho, bem como as referéncias bibliogréaficas e citaces,
seguem a NBR 6024 e 14724 de dezembro de 2005, de autoria da Associacéo Brasileira de

Normas Técnicas — ABNT.
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4. RESULTADOS

4.1  Parametro quimico

4.1.1 Concentracdo de chumbo no 0sso (ng Pb/ Mg 0ss0)

A concentracdo de chumbo determinada por espectrometria de absorcao atbmica com
chama detectou valor nulo para a concentragdo de chumbo na tibia do animal controle e

valores elevados nas tibias dos animais intoxicados dos grupos 3, 6, 9 e 12 meses (tabela 1).

Tabela 1. Concentracdo de Pb nas tibias direitas dos animais dos diferentes grupos

experimentais

Grupos C 3l 6l 9l 121

[Pb] (39G/L) <LD* 72 134 21 26

*abaixo do limite de deteccdo (3,86 mg/L)

4.2 Parametros biométricos
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4.2.1 Massa Corporal

As massas corporais inicial e final ndo se mostraram diferentes quando comparados 0s
grupos intoxicados com seus respectivos controles. A massa corporal final dos animais
controles aumentou gradualmente com a idade, estabilizando aos 9 meses e nos intoxicados

houve um aumento gradual até os 12 meses ndo mostrando estabilizacdo (tabela 2).

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

experimentais.

Parametros
Grupos
MC inicial (g) MC final (g)
3C (n=07) 67,57 £ 2,19 236,86 + 6,17
31 (n=10) 69,50 * 2,25 229,00 + 2,65
6C (n=07) 71,57 £ 2,36 281,57 +7,11°
61 (n=08) 66,50 * 2,99 278,50 + 3,28°
9C (n=07) 66,14 + 2,14 320,43 + 7,55°°
91 (n=07) 60,43 + 1,46° 298,57 + 7,26°
12C (n=08) 66,25+ 1,71 323,00 + 8,04°°
121 (n=10) 63,50 * 2,07 327,50 +12,72%%7

Média + EPM, n=7-10; ° p < 0,05 vs 3 meses, ® p < 0,05 vs

6 meses, ° p < 0,05 vs 9 meses.
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4.2.2 Comprimento do fémur direito (mm)

O comprimento dos fémures dos animais controles e intoxicados, aumentou
gradualmente com a idade, estabilizando aos 9 meses. No entanto, a intoxicagdo com chumbo
retardou o crescimento dos fémures dos animais do grupo 9 meses, sendo 2,7% menor que 0

seu respectivo controle (tabela 3).

4.2.3 Altura da 52 vértebra lombar (L5) — (mm)

A altura das vértebras, tanto nos animais controles quanto nos intoxicados, aumentou
gradualmente com a idade, ocorrendo de forma acentuada nos controles e mostrando apenas
um discreto aumento nos animais intoxicados. A altura da L5 dos animais intoxicados do
grupo 3 meses mostrou-se 8,53% maior quando comparada com seus respectivos controles

(tabela 3).
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Tabela 3: Comprimento dos fémures e altura das quintas vértebras lombares (L5) dos animais

dos diferentes grupos experimentais.

Controle Intoxicado
Idade

Fémur L5 Fémur L5

3 meses 32,69 +0,3530 5,86 + 0,1040 33,01 +0,1746 6,36 + 0,0705“

6 meses 36,23+0,3950° 6,66+0,1338° 3598 +0,2214° 6,82 +0,1915°

9 meses 37,20+0,2157°° 7,06 +0,1373°° 36,17 +0,2572°° 6,88 + 0,1154°

12 meses 36,55 +0,2370° 7,20 +0,1309°° 36,70 £ 0,2618° 6,98 + 0,1044°

Média + EPM, n=7-10; © p < 0,05 vs respectivo controle, > p < 0,05 vs 3 meses, ° p <

0,05 vs 6 meses.

4.3 Parametros biomecanicos

Os testes de flexdo a trés pontos do fémur e o de compressdo de vértebras revelaram
que a exposi¢cdo ao chumbo reduziu as propriedades mecanicas destes 0ssos de ratas adultas

maduras, indicando reducdo da resisténcia do tecido ésseo.
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4.3.1 Forca maxima (N)

No teste de flexdo a trés pontos dos fémures dos animais controles e
intoxicados, a forca maxima aumentou gradualmente com a idade, estabilizando aos 9 meses
nos controles e aos 6 meses nos intoxicados. Comparando os animais intoxicados com seus
respectivos controles, a forca maxima foi menor nos grupos 6, 9 e 12 meses (figura 4).

No teste de compressdo das vértebras, o efeito da idade ndo foi evidente nos
animais controles, e nos animais intoxicados a estabilizacdo da resposta ocorre aos 6 meses.
Comparando os animais intoxicados com seus respectivos controles, apenas o grupo 9 meses

mostrou uma reducao da for¢ca maxima (figura 5).
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Figura 4. Média + EPM da forca maxima dos fémures de ratas dos diferentes grupos

experimentais, obtidos no teste de flexdo a trés pontos. N=7-10; © p < 0,05 vs respectivo

controle, * p < 0,05 vs 3 meses, ° p < 0,05 vs 6 meses. Valores numéricos indicam a

porcentagem de reducdo em relagéo aos respectivos controles.
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Figura 5. Média £ EPM da forca maxima das vértebras dos animais dos diferentes grupos

experimentais, obtidos no teste de compressdo. N=7-10; © p < 0,05 vs respectivo controle, * p

< 0,05 vs 3 meses, ° p < 0,05 vs 9 meses. Valores numéricos indicam a porcentagem de

reducdo em relagéo aos respectivos controles.

4.3.2 Rigidez (N/mm)

No teste de flexdo a trés pontos dos fémures dos animais controles e

intoxicados, a rigidez aumentou gradualmente com a idade até o nono més, quando entdo se

estabiliza. Comparando os animais intoxicados com seus respectivos controles, a rigidez foi

menor nos grupos 6 e 9 meses (figura 6).
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No teste de compressdo das vertebras, o efeito da idade ndo fica evidente nos

animais controle nem nos intoxicados. No grupo intoxicado 9 meses a rigidez € menor em

relacdo ao seu controle (figura 7).

Rigidez do fémur (N/mm) _1 +1.96*Std. Err.
o Mean
260
3
I I
140
| T | T l ¢23,45%

100

Controle Intoxicado Controle Intoxicado

3 meses 6 meses
300 36
T 3
260 Iii ’:I:‘
o 3,6

220 C, 36
180 ¥17.56%
140
100

Controle Intoxicado Controle Intoxicado

9 meses 12 meses

Figura 6. Média + EPM da rigidez dos fémures de ratas dos diferentes grupos experimentais,

obtidos no teste de flexo a trés pontos. N=7-10; © p < 0,05 vs respectivo controle, * p < 0,05

vs 3 meses. Valores numéricos indicam a porcentagem de reducdo em relacdo aos respectivos

controles.
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Figura 7. Média =+ EPM da rigidez das vértebras dos animais dos diferentes grupos
experimentais, obtidos no teste de compressdo. N=7—10; © p < 0,05 vs respectivo controle, * p
< 0,05 vs 3 meses. Valores numéricos indicam a porcentagem de reducdo em relacdo aos

respectivos controles.

4.3.3 Resiliéncia (J)

No teste biomecanico dos fémures, observa-se o efeito da idade nos animais
controles até os 9 meses, quando estabiliza e tal efeito ndo & observado nos grupos
intoxicados. Comparando os animais intoxicados com seus respectivos controles, a resiliéncia

foi menor nos grupos 9 e 12 meses (figura 8).



sobre a resiliéncia ndo sdo observado (figura 9).
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No teste de compressdo das vértebras, os efeitos da idade e da intoxicacao
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Figura 8. Média + EPM da resiliéncia dos fémures de ratas dos diferentes grupos

experimentais, obtidos no teste de flexdo a trés pontos. N=7-10; © p < 0,05 vs respectivo

controle, * p < 0,05 vs 3 meses, ° p < 0,05 vs 6 meses. Valores numéricos indicam a

porcentagem de reducdo em relagé@o aos respectivos controles.
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Figura 9. Média £ EPM da resiliéncia das vértebras dos animais dos diferentes grupos

experimentais, obtidos no teste de compressdo. N=7-10.

4.4

Parametros biofisicos

4.4.1 Peso Gmido (g)

O peso umido dos fémures dos animais controles e intoxicados aumentou

gradualmente até os 9 meses, quando se estabiliza. Fazendo uma comparagéo entre grupos dos

animais intoxicados, 0 peso imido do grupo 12 meses foi aproximadamente 6,69% maior do
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que o do grupo 6 meses. Comparando 0s animais intoxicados com seus respectivos controles,

0 grupo 9 meses reduziu o peso umido em 8,91%. (figuras 10).

Nas vértebras, o peso Uumido dos animais controles e

gradualmente até os 6 meses, quando se estabiliza (figura 11).
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Figura 10. Média + EPM do peso Umido dos fémures das ratas dos diferentes grupos

experimentais. N=7—10;  p < 0,05 vs respectivo controle, * p < 0,05 vs 3 meses, ° p < 0,05 vs

6 meses, ° p < 0,05 vs 9 meses. Valores numéricos indicam a porcentagem de reducéo em

relacdo aos respectivos controles.
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Figura 11. Média £ EPM do peso umido das vértebras das ratas dos diferentes grupos

experimentais. N=7-10; > p < 0,05 vs 3 meses.

4.4.2 Peso de material organico (g)

O peso de material orgénico dos fémures dos animais controles e intoxicados,
aumentou gradualmente com a idade, estabilizando aos 9 meses nos controles e aos 6 meses
nos intoxicados. Comparando 0s animais intoxicados com seus respectivos controles, 0s
grupos 3 e 9 meses tiveram o peso de material orgénico reduzido em 12,98 % e 9,96%,

respectivamente (figura 12).
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O efeito da idade sobre o peso de material orgénico das vértebras dos controles
mostrou um platd entre 3-6 meses, aumentando até os 9 meses, quando estabilizou. Nos
animais intoxicados, o platé ocorreu entre os 3-9 meses, a partir dai houve um discreto

aumento até os 12 meses (figura 13).
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Figura 12. Média + EPM do peso de material organico de fémures das ratas dos diferentes
grupos experimentais. N=7-10; © p < 0,05 vs respectivo controle, 3 p < 0,05 vs 3 meses, ® p <
0,05 vs 6 meses. Valores numéricos indicam a porcentagem de reducdo em relagdo aos

respectivos controles.
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Figura 13. Média + EPM do peso de material organico das vértebras das ratas dos diferentes

grupos experimentais, n=7—10; * p < 0,05 vs 3 meses.

4.4.3 Volume ésseo (cm3)

O volume 06sseo dos fémures dos animais controles e

intoxicados aumentou

gradualmente com a idade estabilizando aos 9 meses. Nos animais intoxicados dos grupos 9 e

12 meses foram 6,34% e 9,53% maior do que o do grupo 6 meses, respectivamente, e 0 dos

grupos 3 e 9 meses foram 9,2% e 6,50% menor do que seus controles, respectivamente

(figura 14).
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O volume 6sseo das vertebras dos animais controles aumentou gradualmente até os 6

meses, quando estabilizou. Com os animais intoxicados ocorreu um platé entre 3-9 meses, a

partir dai aumentando até 12 meses. O volume dsseo dos fémures dos animais intoxicados foi

14,41 % maior no grupo 3 meses comparado ao seu respectivo controle (figura 15).
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Figura 14. Média + EPM do volume dsseo dos fémures das ratas dos diferentes grupos

experimentais. N=7-10; © p < 0,05 vs respectivo controle, * p < 0,05 vs 3 meses, ® p < 0,05 vs

6 meses. Valores numéricos indicam a porcentagem de reducdo em relacdo aos respectivos

controles.
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Figura 15. Média £ EPM do volume ésseo das vértebras das ratas dos diferentes grupos
experimentais. N=7-10; © p < 0,05 vs respectivo controle, * p < 0,05 vs 3 meses, ® p < 0,05 vs
3 meses, ® p < 0,05 vs 3 meses. Valores numéricos indicam a porcentagem de reducdo em

relacdo aos respectivos controles.

4.4.4 Peso das cinzas (g)

O peso das cinzas dos fémures dos animais controles aumentou gradualmente com a
idade, estabilizando aos 9 meses. Nos animais intoxicados, este pardmetro aumentou até os 6

meses, ocorrendo um platd entre 6-9 meses, aumentando a partir dai.
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Este parametro nos animais intoxicados do grupo 12 meses foi 11,70% e 9,59% maior do que
0 dos grupos 6 e 9 meses, respectivamente. Comparando 0s animais intoxicados com seus
respectivos controles, o grupo 9 meses reduziu o peso das cinzas em 11,74% (figura 16).

Nas vertebras, o efeito da idade neste parametro nos animais controles e intoxicados
mostrou um aumento até os 6 meses, estabilizando a partir dai. Nenhum efeito da intoxicacéo

foi observado (figura 17).
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Figura 16. Média + EPM do peso das cinzas dos fémures das ratas dos diferentes grupos
experimentais. N=7-10; © p < 0,05 vs respectivo controle, * p < 0,05 vs 3 meses, ® p < 0,05 vs
6 meses, ° p < 0,05 vs 9 meses. Valores numéricos indicam a porcentagem de reducdo em

relacdo aos respectivos controles.
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Figura 17. Média + EPM do peso das cinzas das vértebras das ratas dos diferentes grupos

experimentais. N=7-10; ® p < 0,05 vs 3 meses.

4.4.5 Densidade 6ssea (g/cm?3)

A densidade 6ssea dos fémures dos animais controles aumentou até os 6 meses,

ocorrendo um platd entre 6-9 meses, reduzindo a partir desta idade. O efeito da idade nos

animais intoxicados mostrou um platé entre os 3-6 meses, reduzindo aos 9 meses, quando

estabilizou. Ainda em relagdo ao fémur, os animais intoxicados dos grupos 9 e 12 meses foi

3,41% e 3,14% menor do que a do grupo 6 meses, respectivamente (figura 18).
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Com relacdo as vértebras, a do grupo 6 meses foi 3,86% maior que a do grupo 3

meses. Comparando os animais intoxicados com seus respectivos controles, nos fémures, a do

grupo 3 meses foi 4,69% maior e nas vértebras, foi 4,35% menor (figura 19).
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Figura 18. Média + EPM da densidade 6ssea dos fémures das ratas dos diferentes grupos

experimentais. N=7-10; © p < 0,05 vs respectivo controle, * p < 0,05 vs 3 meses, ® p < 0,05 vs

6 meses, ° p < 0,05 vs 9 meses. Valores numéricos indicam a porcentagem de reducio em

relacdo aos respectivos controles.
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Figura 19. Média £ EPM da densidade Ossea das vértebras das ratas dos diferentes grupos
experimentais. N=7-10; © p < 0,05 vs respectivo controle, * p < 0,05 vs 3 meses, ® p < 0,05 vs
6 meses, ° p < 0,05 vs 9 meses. Valores numéricos indicam a porcentagem de reducéo em

relacdo aos respectivos controles.

4.4.6 Densidade mineral (g/cm3)

Nos fémures dos animais controles e intoxicados, a densidade mineral aumentou
gradualmente até os 6 meses, quando estabilizou e as vértebras ndo apresentaram tal efeito

(figuras 20, 21).
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Nas veértebras dos animais intoxicados, a densidade mineral do grupo 6 meses foi
17,31% maior que a do grupo 3 meses (figura 21). Comparando os animais intoxicados com
seus respectivos controles, nos fémures, a densidade mineral do grupo 3 meses foi 6,76%

maior e nas vértebras 17,17% menor (figuras 20, 21, respectivamente).
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Figura 20. Média + EPM da densidade mineral dos fémures das ratas dos diferentes grupos
experimentais. N=7-10; © p < 0,05 vs respectivo controle, 3 p < 0,05 vs 3 meses. Valores

numéricos indicam a porcentagem de aumento em relacao aos respectivos controles.
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Figura 21. Média £ EPM da densidade mineral das vértebras das ratas dos diferentes grupos
experimentais. N=7-10; © p < 0,05 vs respectivo controle, * p < 0,05 vs 3 meses. Valores

numeéricos indicam a porcentagem de reducdo em relacéo aos respectivos controles.

4.5  Correlagdes biomecéanicas X biométricas e biofisicas

Correlagdes significantes foram observadas entre as propriedades biomecanicas dos
fémures e seus comprimentos (comp), peso de material organico (PMO), peso das cinzas
(Pcinzas), volume 06sseo (VO), densidade dssea (DO) e densidade mineral (DM) (tabela 4).

Nas veértebras, também foram observadas correlagdes significantes entre as variaveis

descritas pelas propriedades biomecénicas e suas alturas (Alt), peso de material organico
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(PMO), peso das cinzas (Pcinzas), volume 6sseo (VO), densidade dssea (DO) e densidade

mineral (DM) (tabela 5).

Tabela 4. Correlacdo entre as propriedades biomecanicas dos fémures dos animais dos
diferentes grupos experimentais e seus comprimentos (Comp), peso de material organico

(PMO), peso das cinzas (Pcinzas), volume 6sseo (VO), densidade dssea (DO) e densidade

mineral (DM).

Parametros Forca maxima (N) Rigidez (N/mm) Resiliéncia (J)
Comp (mm) 0,7893" 0,7731 0,2038

PMO (g) 0,7106 0,7126 0,1963
Pcinzas (g) 0,8166 0,8002" 0,2414

VO (cm?d) 0,7874 0,7871 0,2213

DO (g/cm?) 0,1395 0,1064 0,0840

DM (g/cm?3) 0,6127 0,5626" 0,2111

Média + EPM, n=7-10; " p < 0,05.
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Tabela 5. Correlacdo entre as propriedades biomecanicas das vertebras dos animais dos
diferentes grupos experimentais e suas alturas, peso de material organico (PMO), peso das

cinzas (Pcinzas), volume dsseo (VO), densidade 0ssea (DO) e densidade mineral (DM).

Parametros Forca maxima (N) Rigidez (N/mm) Resiliéncia (J)
Altura (mm) 0,3061" 0,2278 0,1817

PMO (g) 0,4692" 0,4172 0,3284"
Pcinzas (g) 0,4764 0,2696 0,3224"

VO (cm?d) 0,3670 0,2589" 0,3859"

DO (g/cm?d) 0,5569" 0,4125 0,1512

DM (g/cm?3) 0,2704" 0,1127 0,0558

Média £ EPM, n=7-10; " p < 0,05.
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5. DISCUSSOES

Na literatura encontra-se bem estabelecida a teoria de que o chumbo é capaz de
incorpora-se ao tecido 6sseo substituindo o célcio no cristal de hidroxiapatita, formando
piromorfita (ARNICH et al., 2003). Neste estudo, com andlises quimicas de espectrometria de
absorcéo atémica foi verificado que o chumbo foi incorporado ao tecido 6sseo dos animais
intoxicados e nada foi detectado na tibia do animal controle (tabela 1). Observa-se alta
concentracdo de chumbo no osso dos animais com 3 meses, aumentando com 6 meses e
reduzindo com 9 e 12 meses. Possivelmente esteja ocorrendo uma mobilizacdo do chumbo da
corrente sanguinea (aos 3 meses) e tecidos moles (aos 6 meses) para o tecido 0sseo, e 0O
inverso ocorrendo nas idades subsequentes. Leggett (1993), propés um modelo mostrando a
mobilizacdo constante do chumbo do compartimento sanguineo para o tecido 6sseo e vice-
versa. Este modelo foi testado por Nie et al. (2005), que confirmaram esta hipGtese em
humanos. Nossos dados corroboram os resultados de Han et al. (1997), que verificaram que a
concentracdo de chumbo diminuia em fémur de ratas Sprangue-Dawley, apds a administracdo
de 250mg/l de acetato de chumbo em A&gua de beber, durante 5 semanas, apesar da
metodologia ser diferente da utilizada no presente trabalho. Jurkiewicz et al. (2005), na
Poldnia, verificaram que a concentracdo de chumbo aumentava com o avanco da idade em
humanos. Isto pode ter ocorrido pelo fato dessas pessoas estarem sendo expostas
continuamente ao chumbo ambiental.

A massa corporal dos animais € uma variavel importante, pois exerce estresse
mecanico sobre os 0ssos contribuindo para o ganho de massa 6ssea (BURR; ROBLING;
TURNER, 2002). No presente estudo, ndo houve diferenga de massa corporal inicial e final

dos animais de todos 0s grupos experimentais em relacdo aos seus controles (tabela 2). Esta
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homogeneidade possibilitou a padronizacdo necessaria, 0 controle dos ensaios propostos e
demonstrou que nao houve alteracdo do desenvolvimento somatico dos animais. Sao
encontrados na literatura dados conflitantes de ganho de massa corporal de animais expostos
ao chumbo. Ronis et al. (1996), intoxicaram ratas pré-puberes e adultas jovens com acetato
de chumbo em agua de beber 0,6% por 61 dias e ndo observaram diferenca da massa corporal
final dos animais adultos jovens. Porém, as ratas pre-puberes apresentaram uma diminuicéo
da massa corporal final mostrando a influéncia negativa deste metal em seu desenvolvimento
corporal. Gonzélez-Riola et al. (1997), verificaram aumento da massa corporal final de ratas
que receberam uma dieta enriquecida com chumbo, durante 50 dias. Bagchi e Preuss (2005),
ndo observaram diferenca do peso corporal final de ratas Sprangue-Dawley tratadas com
acetato de chumbo a 1% em agua de beber, durante 40 dias. Os dados conflitantes podem
estar refletindo as diferentes condi¢des experimentais.

Neste estudo, observa-se o crescimento dos fémures e das vértebras dos animais
controles e intoxicados com a idade. No entanto, no grupo intoxicado 9 meses percebe-se um
retardo do crescimento dos fémures (tabela 3). Gonzalez-Riola et al. (1997), ndo observaram
diferenga do comprimento do fémur de animais que receberam dieta enriquecida com
chumbo. Escribano et al. (1997), ndo verificaram diferenga do comprimento do fémur de ratas
intoxicadas com dieta enriquecida com chumbo, mas obtiveram um aumento da altura da 52
vértebra lombar dos animais intoxicados em relacdo aos seus controles. Ronis, Aronson e Gao
(2001), ndo observaram diferenca do comprimento da tibia de ratas tratadas com 2475 ppm de
acetato de chumbo em &gua de beber. Alguns autores relatam um importante efeito
regulatério do chumbo sobre o platd de crescimento em culturas de condrdcitos e sugerem um
efeito inibitorio sobre o processo de formacdo 0ssea endocondral (HICKS et al. 1996). Em
humanos, Ignasiak et al. (2006), relataram que meninas entre 7-15 anos de idade com niveis

altos de Pb sanguineo apresentaram 2,9 cm de reducdo do comprimento da perna, sendo
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assim, eles concluiram que o crescimento esquelético linear foi reduzido com o aumento de
niveis sanguineos de Pb.

Os parametros biomecanicos (forca méaxima, rigidez e resiliéncia) sdo medidas
quantitativas que refletem a qualidade Gssea. As propriedades mecénicas do 0sso dependem
da disposicdo da microarquitetura 0ssea e de suas propriedades materiais (peso Umido, peso
de material organico, volume 6sseo, peso das cinzas, densidade 0ssea, densidade mineral). O
risco de fraturas depende da qualidade dssea e/ou das propriedades materiais do 0sso.

A analise dos resultados dos testes biomecé&nicos dos 0ssos dos animais controles ao
longo dos 12 (doze) meses de periodo experimental revelaram o aumento gradativo dos
valores das propriedades mecanicas com a maturidade 6ssea, mostrando um platé entre 9 e 12
meses (figuras 4, 5, 6, 7, 8, 9). Segundo Zioupos (2001), as propriedades biomecanicas
mudam com a idade. Ossos jovens, por terem sua mineralizacdo incompleta, sdo mais
elasticos. Durante o crescimento, 0 0sso vai se mineralizando e perdendo sua elasticidade com
0 avanco da idade.

Neste estudo, ao observarmos os efeitos do chumbo sobre a qualidade Ossea
verificamos que este metal pesado diminuiu a resisténcia do osso dos animais ao longo da
vida, ndo mostrando ser tempo-dependente (figuras 4, 5, 6, 7, 8, 9). Os resultados dos testes
biomecéanicos claramente revelaram que ratas expostas ao chumbo nos estagios iniciais de
crescimento e desenvolvimento &sseo tiveram um enfraquecimento das propriedades
biomecéanicas com o avanc¢o da idade, podendo ser observado tanto em 0ssos constituidos
predominantemente por o0sso cortical (fémures), bem como, nos constituidos
predominantemente por 0sso trabecular (vértebras). Nos fémures, esta reducdo da qualidade
0ssea pdde ser observada em trés estagios de maturidade esquelética (6, 9 e 12 meses) (figuras
4, 6, 8), j& nas vértebras, esta diminuicdo refletiu-se apenas em ratas com maturidade

esquelética consolidada (9 meses) (figuras 5, 7, 9). Com base nestes resultados concluimos
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que a exposicdo ao chumbo tem gerado fortes efeitos adversos sobre a resisténcia dssea.
Outros autores ndo observaram diferenca da forca maxima obtida em ensaios biomecéanicos
com tibia de ratas tratadas com 2475 ppm de acetato de chumbo em agua de beber (RONIS;
ARONSON; GAO, 2001).

Os efeitos do chumbo sobre as propriedades biomecanicas de tecidos 6sseos sdo pouco
estudados na literatura, enquanto os efeitos do cadmio foram mais explorados. O Cadmio,
assim como o chumbo, é um metal bivalente que se incorpora ao tecido 6sseo provocando
injarias (GOYER, 1997). Nossos resultados sdo semelhantes aos de um grupo de autores que
analisaram os efeitos do cadmio sobre o tecido 0sseo e observaram que ratas expostas a
baixos niveis deste metal ao longo da vida apresentaram uma reducdo da forca maxima obtida
no teste biomecanico realizado na diafise femural dos animais com 9 e 12 meses de idade
(BRZOSKA; MAJEWSKA; MONIUSZKO-JAKONIUK, 2005a). Este mesmo grupo de
autores, também observaram reducdo da forca maxima em ensaios biomecanicos com tibias
de ratas com 12 meses de idade expostas a 1, 5 e 50 mg de cadmio/ litro de dgua (BRZOSKA,;
MAJEWSKA; MONIUSZKO-JAKONIUK, 2005b). Sendo assim, podemos dizer que 0S
metais pesados (chumbo e cadmio) sdo capazes de reduzir a resisténcia biomecéanica de
tecidos 0sseos de ratas com maturidade esquelética, principalmente no 9° més de vida.

A diminuicdo dos valores das propriedades biomecanicas observadas neste trabalho
refletiram em desordens que ocorreram durante a mineralizagdo Ossea dos animais, fato
observado com a reducdo de alguns parametros 6sseos (nos fémures — comprimento, pesos
umido, de material organico, volume Gsseo e peso das cinzas) em relacdo aos seus controles,
mostrando uma influéncia negativa da exposi¢cdo ao chumbo sobre o desenvolvimento
esquelético destes animais (tabela 3 e figuras 10, 12, 14, 16, respectivamente). O
comprimento reduzido dos fémures levou a uma reducdo do volume 0sseo, que por sua vez

refletiu sobre a reducéo dos pesos (pesos umido, de material organico e das cinzas) (tabela 3 e
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figuras 14, 10, 12, 16, respectivamente), provocando a reducdo dos parametros biomecanicos
(forca maxima, rigidez e resiliéncia do fémur direito) (figuras 4, 6 e 8, respectivamente). As
correlagdes positivas descritas entre 0os parametros biomecanicos x biométricos e biofisicos
dos fémures confirmam estas consideracOes (tabela 4). A reducdo do volume dsseo dos
fémures levou a um aumento das densidades 6ssea e mineral apenas dos animais intoxicados
com 3 meses em relacdo aos seus controles (figuras 14, 18, 20, respectivamente). As
vertebras, deste mesmo grupo de animais, apresentaram maior altura vertebral em relacéo ao
seu controle, aumentando assim o volume 6sseo, induzindo uma diminuicdo das densidades
Osseas e minerais (tabela 3 e figuras 15, 19, 21, respectivamente), isto deve ter ocorrido por
motivos anatbmicos, ou seja, mais pela variacdo biologica dos animais do que pelo efeito do
chumbo. Os prejuizos dos tecidos 6sseos induzidos pelo chumbo podem ser avaliados pelas
reduces dos parametros estudados. Nas vértebras, estas reducdes ocorreram
predominantemente nas propriedades biomecanicas, principalmente em 0ssos maduros (9
meses) (figuras 5, 7, 9). Além disso, ao verificarmos a correlagcdo entre os pardmetros
biomecanicos das vértebras e suas alturas, peso de material organico, volume 6sseo, peso das
cinzas, densidade Gssea, densidade mineral observamos que principalmente a forga maxima
descreveu uma correlacdo positiva significante com todos estes pardmetros mostrando que a
reducdo da resisténcia das vértebras dos animais foi positivamente influenciada pelos
parametros biométricos e biofisicos avaliados (tabela 5). Cabe aqui ressaltar que a reducédo
dos parametros biomecéanicos ndo depende somente de redu¢des nas propriedades fisicas, mas
também, do arranjo estrutural da microarquitetura Gssea ap0s a incorporacdo do metal. A
literatura apresenta autores correlacionando tais parametros em estudos com animais e
humanos. Em animais, Escribano et al. (1997), observaram aumento da densidade 0ssea dos
fémures e das vertebras de ratas expostas ao chumbo em relacdo aos seus controles. Bagchi e

Preuss (2005), obtiveram reducdo da densidade 6ssea dos fémures de ratas Sprangue-Dawley
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tratadas com acetato de chumbo a 1% em agua de beber. Em humanos, Sun et al. (2008),
verificaram reducdo da densidade ¢ssea do radio e da ulna de mulheres com mais de 40 anos
de idade, expostas ao chumbo ambiental. Varios autores na literatura observaram reducéo da
densidade 6ssea (MACHIDA et al., 2009; POPOVIC et al., 2005; POTULA; KLEINBAUM,;
KAYE, 2006). Khalil et al. (2008), observaram aumento da densidade 6ssea do colo femural
de mulheres com baixos niveis de chumbo no sangue. Theppeang et al. (2008), encontraram
aumento da densidade 0ssea associada a niveis altos de chumbo na tibia de mulheres entre 50-
70 anos de idade. Portanto, existem resultados controversos na literatura tanto em pesquisas
com animais quanto com humanos em relacdo a densidade Gssea em resposta a intoxicacdo
com chumbo.

Outros autores relatam a toxicidade do chumbo em células 6sseas através da inducao
de estresse oxidativo e peroxidacédo lipidica (VALKO et al., 2006; VALKO et al., 2007). O
chumbo possui alta afinidade com os grupos sulfidricos (SH) (GRAZIANO, 1994). A ligacao
de metais pesados com estes grupos (SH) estimula a formagdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) como o superdxido de oxigénio (O°), peroxido de hidrogénio (H,O,) e radical
hidroxila (OH"), induzindo aumento da peroxidacdo lipidica que induz danos ao DNA,
alteracdo da homeostase do célcio e inibigdo da divisdo celular (EL-ASHMAWY et al., 2006;
YU; LIN; LIN-TAN, 2004). Alguns autores mostram que altos niveis de H,O, aumentam a
diferenciacdo de osteoclastos e diminuem a diferenciacdo de osteoblastos, provocando uma
acentuada diminuicdo da densidade 6ssea (MACHIDA et al., 2009; NAM et al., 2002).
Portanto, acreditamos que a intoxicagdo com chumbo pode prejudicar a atividade de diversos
grupos celulares, inclusive das células dsseas, comprometendo a mineralizagdo Ossea e
influenciando negativamente a qualidade 6ssea com a reducdo dos parametros biomecanicos
(forca maxima, rigidez e resiliéncia dos fémures e das vértebras) principalmente em 0ssos

maduros.
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Em funcéo da escassez de dados na literatura em relacédo aos efeitos do chumbo sobre
0 tecido 6sseo de ratos, tornam-se relevantes os resultados biomecéanicos obtidos no presente
estudo demonstrando a reducdo da resisténcia do tecido 0sseo e aumentando sua

predisposicdo a fraturas.
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CONCLUSOES

O chumbo néo prejudicou o crescimento ponderal dos animais experimentais.
O chumbo foi capaz de se incorporar ao tecido 6sseo dos animais intoxicados.
O chumbo comprometeu os parametros fisicos reduzindo a biomecanica de 0ssos
corticais e trabeculares de animais com maturidade esquelética, ndo sendo tempo-

dependente.
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Apéndice A — Tabela da Forga maxima (N), Rigidez (N/mm) e Resiliéncia (J) do fémur dos animais dos

diferentes grupos experimentais, obtidos em teste biomecanico.

Parametros/ ) o o
Grupos Tratamento Forca maxima (N) Rigidez (N/mm) Resiliéncia (J)
3 meses C 76,54 + 4,70 139,24 + 8,96 0,0361 + 0,0030

[ 78,85+ 2,97 138,80 + 9,11 0,0407 + 0,0027
6 meses C 105,20 + 3,19° 209,13 + 10,69° 0,0393 + 0,0025

[ 93,13 £2,31%° 160,08 + 9,52° 0,0399 % 0,0020
9 meses C 123,53 £5,72%° 248,44 + 16,44°° 0,0495 + 0,0041°

[ 104,01 2,967 204,81 +6,79%°° 0,0392 + 0,0015°
12 meses C 119,69 + 4,79%° 237,98 + 13,70° 0,0495 + 0,0027°°

I 102,27 +2,55%° 205,85 + 10,81°° 0,0355 + 0,0015°

Média = EPM, n=7-10; © p < 0,05 vs respectivo controle, > p < 0,05 vs 3 meses ° p < 0,05 vs 6 meses.

Apéndice B — Tabela da Forca maxima (N), Rigidez (N/mm) e Resiliéncia (J) das vértebras dos animais dos

diferentes grupos experimentais, obtidos em teste biomecanico.

Parametros/

Grupos Tratamento Forgca maxima (N) Rigidez (N/mm) Resiliéncia (J)

3 meses C 127,03 + 8,44 421,49 + 34,37 0,0354 £+ 0,0033
| 103,51 + 3,12 347,92 + 33,34 0,0324 +0,0028

6 meses C 142,59 + 12,06 439,51 + 40,06 0,0382 + 0,0026
| 151,98 + 6,53° 350,59 + 36,46 0,0447 £ 0,0054

9 meses C 168,97 +9,91° 529,51 + 8,20° 0,0394 £ 0,0045
[ 136,37 + 3,99%° 408,69 + 13,30° 0,0353 + 0,0048

12 meses C 124,93 + 11,90° 491,49 + 19,29 0,0418 £ 0,0110
| 153,18 + 10,84° 453,05 + 40,95 0,0507 + 0,0050

Média = EPM, n=7-10; © p < 0,05 vs respectivo controle, > p < 0,05 vs 3 meses, ° p < 0,05 vs 9 meses.
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Apéndice C — Tabela do Peso umido (PU), peso de material organico (PMO), volume 6sseo (VO), peso das

cinzas (Pcinzas), densidade éssea (DO) e densidade mineral (DM) dos fémures dos animais controles (C) e

intoxicados (1) dos diferentes grupos experimentais

Parametros 3 meses 6 meses 9 meses 12 meses
PU(g C 0,6516+0,0177 0,7930 £ 0,0223°  0,8827 +0,0176°° 0,8301 +0,0211°°
| 0,6175+0,0115 0,7794 £0,0122°  0,8040 + 0,0066“° 0,8353 + 0,0179°
PMO(g) C 0,1232+0,0034 0,1603 +0,0045°  0,1797 + 0,0044°° 0,1657 % 0,0053°
| 0,1072+0,0090°  0,1594 +0,0034°  0,1618 + 0,0049%° 0,1699 * 0,0029°
VO C 0,4304 +0,0104 0,4998 +0,0146°  0,5491 +0,0114°° 0,5361 + 0,0100>°
(cm3) | 03908 +0,0112°  0,4808+0,0075°  0,5134 +0,0082°%*°  0,5315 + 0,0109*°
Pcinzas C  0,2593 + 0,0092 0,3474 £0,0095°  0,3983 + 0,0100°° 0,3798 + 0,0133°°
(9) | 0,2503 +0,0058 0,3433 £0,0057°  0,3515 +0,0086°* 0,3888 +0,0103%%°
DO C 15136 +0,0086 1,5870 £ 0,0071°  1,6079 + 0,0126° 1,5474 +0,0153°
(@/cm3) | 1,5846 +0,0193° 1,6210£0,0072  1,5675 % 0,0194° 1,5716 +0,0111°
DM C 10,6020 +0,0105 0,6957 +0,0093°>  0,7259 + 0,0156° 0,7073 £ 0,0141°
(/cm®) | 06427 £0,0136°  0,7141+0,0078°  0,6866 + 0,0241° 0,7308 +0,0073°

Média = EPM, n=7-10; © p < 0,05 vs respectivo controle, > p < 0,05 vs 3 meses, ° p < 0,05 vs 6 meses, ° p < 0,05

Vs 9 meses.

Apéndice D — Tabela dos Pesos Umido (PU), peso de material organico (PMO), volume dsseo (VO), peso das

cinzas (Pcinzas), densidade 6ssea (DO) e densidade mineral (DM) das vértebras dos animais controles (C) e

intoxicados (I) dos diferentes grupos experimentais

Pardmetros 3 meses 6 meses 9 meses 12 meses
PU(g) C 0,0779+0,0031 0,1006 +0,0031°  0,1068 + 0,0052° 0,1096 + 0,0057°
| 0,0852 +0,0022 0,0979 +0,0024°  0,0986 + 0,0033° 0,1093 + 0,0034°
PMO(g) C 0,0157 +0,0006 0,0199 +0,0008  0,0242 + 0,0023° 0,0248 + 0,0035°
| 0,0165 + 0,0004 0,0195+0,0007  0,0218 + 0,0045 0,0248 + 0,0022°
VO C 10,0534 +0,0023 0,0695 +0,0021°  0,0718 + 0,0040° 0,0775 % 0,0040°
(cm3) | 0,0611+0,0017¢  0,0674£0,0017  0,0682 + 0,0015 0,0771 + 0,0022%°
Pcinzas C 0,0252 +0,0012 0,0328 +0,0017°  0,0350 + 0,0023° 0,0333 + 0,0021°
(@ | 0,0240 + 0,0007 0,0320 +£0,0007°  0,0299 + 0,0022° 0,0352 + 0,0016°
DO C 1,4597 +0,0148 1,4479+0,0219  1,4910 +0,0235 1,4151 +0,0166°
(g/cmd) 11,3961 +0,0062°  1,4523+0,0107°  1,4425+0,0212 1,4172 +0,0103
DM C 0,4744 +0,0241 0,4716 £0,0222  0,4924 +0,0367 0,4370 + 0,0324
(g/cmd) 1 0,3929+0,0092°  0,4752+0,0110°  0,4398 + 0,0337 0,4573 +0,0189

Média + EPM, n=7-10; © p < 0,05 vs respectivo controle, > p < 0,05 vs 3 meses, ° p < 0,05 vs 6 meses, ° p < 0,05

Vs 9 meses.



Apéndice E — Parametros biométricos, biofisicos e biomecénicos dos fémures dos animais do GRUPO 3 MESES CONTROLE

3meses (Q)
MC
ini.

75
64
65
68
76
64
61

n 7

MED 67,57

DP 5,80

EPM 2,19

@)

MC final
263
222
229
248
249
225
222

7
236,86
16,32
6,17

(mm)

Comp.
34,10
33,00
33,00
33,20
32,50
31,65
31,40
7
32,69

0,9329
0,3526

(9)

P. Umido P.
0,7470
0,6537
0,6344
0,6347
0,6589
0,5940
0,6384

7
0,6516
0,0470
0,0177

(9)

cinzas

0,3084
0,2575
0,2436
0,2570
0,2694
0,2366
0,2426

7

0,2593
0,0244
0,0092

(9)

P. MO
0,1418
0,1243
0,1189
0,1211
0,1236
0,1132
0,1196

7
0,1232
0,0090
0,0034

(cm?)

VO
0,4840
0,4330
0,4258
0,4163
0,4296
0,3925
0,4313

7
0,4304
0,0275
0,0104

(g/cm?)

DO
1,5434
1,5097
1,4899
1,5246
1,5338
1,5134
1,4802

7
1,5136
0,0228
0,0086

(g/cm?)

DM

0,6372
0,5947
0,5721
0,6173
0,6271
0,6028
0,5625

7

0,6020
0,0277
0,0105

(N)

F. Max.
87,10
70,50
63,50
67,20
93,00
66,10
88,40

7
76,54
12,42

4,70

(N/mm)

Rigidez
166,7
108,8
129,3
129,7
165,0
117,2
158,0

7
139,24
23,71
8,96

()

Resiliéncia
0,0418
0,0390
0,0274
0,0281
0,0452
0,0279
0,0435

7
0,0361
0,0080
0,0030
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Apéndice F — Parametros biométricos, biofisicos e biomecanicos dos fémures dos animais do GRUPO 3 MESES INTOXICADO

3meses  (Q)
MC

ini.
69
77
70
74
65
77
77
67
64
55
n 10
MED 69,50
DP 7,12
EPM 2,25

(9)

MC final
224
216
238
228
224
230
242
234
235
219

10
229,00
8,38
2,65

(mm)

Comp.
33,45
32,75
33,35
32,75
33,60
32,75
34,00
32,70
32,35
32,40

10
33,01
0,5522
0,1746

9)

P. Umido P.
0,6384
0,5707
0,5947
0,5949
0,5885
0,6467
0,6628
0,6766
0,6146
0,5870

10
0,6175
0,0363
0,0115

(9)

cinzas
0,2613
0,2361
0,2545
0,2534
0,2520
0,2700
0,2784
0,2415
0,2425
0,2134
10
0,2503
0,0183
0,0058

(9)

P. MO
0,1009
0,0725
0,0920
0,0800
0,0847
0,1011
0,1241
0,1631
0,1121
0,1410

10
0,1072
0,0285
0,0090

(cm?)

VO
0,4164
0,3425
0,3676
0,3778
0,3765
0,4342
0,4257
0,4395
0,3775
0,3499

10
0,3908
0,0353
0,0112

(g/cm?)

DO
1,5331
1,6663
1,6178
1,5746
1,5631
1,4894
1,5570
1,5395
1,6281
1,6776

10
1,5846
0,0609
0,0193

(g/cm?)

DM
0,6275
0,6893
0,6923
0,6707
0,6693
0,6218
0,6540
0,5495
0,6424
0,6099
10
0,6427
0,0431
0,0136

(N)

F. Max.
80,20
76,60
89,80
75,30
91,00
82,10
88,00
73,30
60,70
71,50

10
78,85
9,40
2,97

(N/mm)

Rigidez
181,00
105,70
142,80
121,30
172,60
120,30
175,60
121,80
105,10
141,80

10
138,80
28,81
9,11

()

Resiliéncia
0,0309
0,0372
0,0537
0,0394
0,0534
0,0426
0,0370
0,0485
0,0320
0,0322

10
0,0407
0,0086
0,0027

86



Apéndice G — Parametros biométricos, biofisicos e biomecéanicos dos fémures dos animais do GRUPO 6 MESES CONTROLE

6 meses ()
MC

ini.
78
61
75
78
73
68
68
n 7
MED 71,57
DP 6,24
EPM 2,36

(9)

MC final
296
253
280
300
271
268
303

7
281,57
18,80
7,11

(mm)

Comp.
37,35
34,60
35,90
36,55
37,05
35,15
37,00
7
36,23

1,0452
0,3950

(9)

P. Umido P.
0,8153
0,7000
0,8571
0,8506
0,7833
0,7312
0,8132

7
0,7930
0,0590
0,0223

(9)

cinzas

0,3496
0,3163
0,3719
0,3846
0,3342
0,3218
0,3532

7

0,3474
0,0252
0,0095

(9)

P. MO
0,1589
0,1418
0,1721
0,1684
0,1614
0,1478
0,1716

7
0,1603
0,0118
0,0045

(cm?)

VO
0,5155
0,4347
0,5440
0,5268
0,5008
0,4605
0,5164

7
0,4998
0,0387
0,0146

(g/cm?)

DO
1,5816
1,6103
1,5756
1,6147
1,5641
1,5878
1,5747

7
1,5870
0,0189
0,0071

(g/cm?)

DM

0,6782
0,7276
0,6836
0,7301
0,6673
0,6988
0,6840

7

0,6957
0,0245
0,0093

(N)

F. Max.
97,70
95,10

101,10
118,10
104,20
105,80
114,40
.
105,20
8,44
3,19

(N/mm)

Rigidez
184,10
189,40
221,80
248,30
203,00
176,60
240,70

7
209,13
28,29
10,69

()

Resiliéncia
0,0319
0,0372
0,0336
0,0466
0,0364
0,0493
0,0404

7
0,0393
0,0065
0,0025

87



Apéndice H — Parametros biométricos, biofisicos e biomecanicos dos fémures dos animais do GRUPO 6 MESES INTOXICADO

6 meses ()
MC

ini.
75
74
65
74
64
71
54
55
n 8
MED 66,50
DP 8,47
EPM 2,99

(9)

MC final
293
280
275
279
264
287
269
281

8
278,50
9,29
3,28

(mm)

Comp.
36,35
36,75
35,70
36,40
35,55
36,60
35,00
35,50
8
35,98

0,6262
0,2214

(9)

P. Umido
0,7706
0,8179
0,7906
0,7881
0,7826
0,8195
0,7499
0,7156

8
0,7794
0,0345
0,0122

P.

(9)

cinzas
0,3331
0,3645
0,3563
0,3487
0,3332
0,3578
0,3358
0,3166
8
0,3433
0,01618
0,0057

(9)

P. MO
0,1624
0,1696
0,1631
0,1544
0,1612
0,1717
0,1489
0,1441

8
0,1594

0,00964

0,0034

(cm?)

VO
0,4823
0,4976
0,4818

0,481
0,4923
0,5092
0,4607
0,4416

8
0,4808
0,0213
0,0075

(g/cm?)

DO
1,5978
1,6437
1,6409
1,6385
1,5897
1,6094
1,6277
1,6205

8
1,6210
0,0204
0,0072

(g/cm?)

DM
0,6906
0,7325
0,7395
0,7249
0,6768
0,7027
0,7289
0,7169
8
0,7141
0,022
0,0078

(N)

(N/mm)

F. Max. Rigidez

83,60
98,10
99,00
96,60
83,70
99,50
94,10
90,40
8
93,13
6,55
2,31

137,10
175,90
184,90
172,30
110,00
176,10
142,70
181,60
8
160,08
26,92
9,52

()

Resiliéncia
0,0327
0,0388
0,0510
0,0337
0,0440
0,0397
0,0404
0,0390

8
0,0399
0,0058
0,0020
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Apéndice | — Parametros biométricos, biofisicos e biomecénicos dos fémures dos animais do GRUPO 9 MESES CONTROLE

9meses  (Q)
MC

ini.
60
67
67
69
70
73
57
n 7
MED 66,14
DP 5,67
EPM 2,14

(9)

MC final
312
298
350
334
304
338
307

-,
320,43
19,97
7,55

(mm)

Comp.
37,30
36,25
38,00
36,90
37,60
36,90
37,45
7
37,20

0,5708
0,2157

(9)

P. Umido
0,8549
0,8534
0,9642
0,9252
0,8574
0,8890
0,8348

7
0,8827
0,0466
0,0176

P.

(9)

cinzas
0,3810
0,3728
0,4206
0,4370
0,3749
0,4201
0,3819
7
0,3983
0,0266
0,0100

(9)

P. MO
0,1711
0,1684
0,1844
0,1908
0,1869
0,1926
0,1634

7
0,1797
0,0118
0,0044

(cm?)

VO
0,5351
0,5403
0,6116
0,5585
0,5425
0,5399
0,5160

7
0,5491
0,0303
0,0114

(g/cm?)

DO
1,5976
1,5795
1,5765
1,6566
1,5805
1,6466
1,6178

7
1,6079
0,0332
0,0126

(g/cm?)

DM

0,7120
0,6900
0,6877
0,7825
0,6911
0,7781
0,7401

7

0,7259
0,0414
0,0156

(N)

(N/mm)

F. Max. Rigidez

105,70
116,30
131,30
128,00
151,60
119,20
112,60
7
123,53
15,15
5,7252

232,10
203,30
301,50
268,40
300,40
240,40
193,00
7
248,44
43,51
16,44

()

Resiliéncia
0,038
0,0486
0,0452
0,0568
0,0705
0,043
0,0446
7
0,0495
0,0109
0,0041
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Apéndice J — Pardmetros biométricos, biofisicos e biomecéanicos dos fémures dos animais do GRUPO 9 MESES INTOXICADO

9meses (0)
MC

ini.
60
61
62
59
60
67
54
n 7
MED 60,43
DP 3,87
EPM 1,46

(9)

MC final
316
295
295
324
308
268
284

7
298,57
19,20
7,26

(mm)

Comp.
35,20
36,00
37,15
35,85
36,00
37,00
36,00

7
36,17
0,6806
0,2572

(9)

P. Umido P.
0,8042
0,7964
0,8375
0,7796
0,8057
0,7972
0,8071

7
0,8040
0,0175
0,0066

(9)

cinzas
0,3021
0,3647
0,3629
0,3479
0,3656
0,3555
0,3618

7
0,3515
0,0227
0,0086

(9)

P. MO
0,1382
0,1585
0,1804
0,1656
0,1626
0,1699
0,1575

7
0,1618
0,0130
0,0049

(cm3)

VO
0,5503
0,4963
0,5331
0,4892
0,4999
0,5142
0,5110

7
0,5134
0,0217
0,0082

(g/cm?)

DO
1,4614
1,6047
1,5710
1,5936
1,6117
1,5504
1,5795

7
1,5675
0,0512
0,0194

(g/cm?)

DM
0,5490
0,7348
0,6807
0,7112
0,7313
0,6914
0,7080
7
0,6866
0,0638
0,0241

(N)

F. Max.
93,40
106,60
99,50
112,30
95,70
112,80
107,80
7
104,01
7,84
2,96

(N/mm)

Rigidez
187,50
206,60
200,60
212,60
187,50
239,80
199,10

7
204,81
17,97
6,79

()

Resiliéncia
0,0396
0,0375
0,0386
0,0355
0,0349
0,0416
0,0466

7
0,0392
0,0040
0,0015
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Apéndice K — Pardmetros biométricos, biofisicos e biomecéanicos dos fémures dos animais do GRUPO 12 MESES CONTROLE

12
meses (9)
MC
ini.

66
61
69
62
68
75
61
68
n 8
MED 66,25
DP 4,83
EPM 1,71

(9)

MC final
339
360
328
329
292
324
320
292

8
323,00
22,73
8,04

(mm)

Comp.
37,20
36,80
37,00
37,00
35,55
36,70
35,45
36,70
8
36,55

0,6703
0,2370

(9)

P. Umido
0,8952
0,8917
0,8476
0,7867
0,7414
0,8285
0,7668
0,8828

8
0,8301
0,0596
0,0211

P.

(9)

cinzas
0,4297
0,4176
0,3895
0,3589
0,3324
0,3698
0,3320
0,4083
8
0,3798
0,03759
0,0133

(9)

P. MO
0,1822
0,1833
0,1695
0,1533
0,1481
0,1627
0,1473
0,1795

8
0,1657

0,01511

0,0053

(cm?)

VO
0,5682
0,5452
0,5501
0,5132

0,489
0,5453
0,5116
0,5658

8
0,5361
0,0283
0,0100

(g/cm?)

DO
1,5755
1,6355
1,5408
1,5329
1,5162
1,5193
1,4988
1,5603

8
1,5474
0,0433
0,0153

(g/cm?)

DM

0,7562
0,7660
0,7081
0,6993
0,6798
0,6782
0,6489
0,7216

8

0,7073
0,0399
0,0141

(N)

(N/mm)

F. Max. Rigidez

143,90
114,60
122,50
114,00
105,30
128,00
102,30
126,90
8
119,69
13,54
4,79

305,10
251,30
262,00
230,30
190,20
232,20
185,20
247,50
8
237,98
38,75
13,70

)

Resiliéncia
0,0579
0,06
0,0454
0,0491
0,0492
0,0504
0,0389
0,0426
8
0,0495
0,0076
0,0027
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Apéndice L — Parametros biométricos, biofisicos e biomecénicos dos fémures dos animais do GRUPO 12 MESES INTOXICADO

12
meses (9)
MC
ini.

72
68
65
67
60
65
70
59
59
50
n 10
MED 63,50
DP 6,55
EPM 2,07

(9)

MC final
280
337
320
321
390
263
338
299
380
347

10
327,50
40,24
12,72

(mm)

Comp.
34,65
37,30
36,65
37,35
37,00
36,10
36,75
37,50
37,00
36,70

10
36,70
0,8280
0,2618

(9)

P. Umido P.
0,7410
0,8988
0,9076
0,8792
0,8904
0,7779
0,8064
0,8010
0,8131
0,8374

10
0,8353
0,0567
0,0179

(9)

cinzas
0,3337
0,4323
0,4204
0,4221
0,4129
0,3541
0,3746
0,3708
0,3741
0,3925
10
0,3888
0,0326
0,0103

(9)

P. MO
0,1563
0,1772
0,1847
0,1732
0,1800
0,1706
0,1589
0,1650
0,1651
0,1676

10
0,1699
0,0091
0,0029

(cm3)

VO
0,489
0,5639
0,5843
0,5671
0,5492
0,4844
0,5199
05173
0,5033
0,5364
10
0,5315
0,0343
0,0109

(g/cm?)

DO
1,5153
1,5939
1,5533
1,5503
1,6213
1,6059
1,5511
1,5484
1,6155
1,5611

10
1,5716
0,0351
0,0111

(g/cm?)

DM
0,6824
0,7666
0,7195
0,7443
0,7518
0,7310
0,7205
0,7168
0,7433
0,7317
10
0,7308
0,0232
0,0073

(N)

F. Max.
91,30
108,50
110,70
102,80
105,10
92,20
89,80
107,20
109,90
105,20
10
102,27
8,07
2,55

(N/mm)

Rigidez
153,30
239,60
204,30
226,00
216,20
191,60
151,90
211,70
260,20
203,70

10
205,85
34,19
10,81

()

Resiliéncia
0,0386
0,0315
0,0409
0,0309
0,0319
0,0314
0,0414
0,0418
0,0357
0,0310

10
0,0355
0,0047
0,0015
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Apéndice M — Parametros biométricos, biofisicos e biomecanicos da quinta vértebra lombar dos animais do GRUPO 3 MESES

CONTROLE
3 meses (mm)

6,00
6,35
5,50
5,70
5,75
6,00
5,75
n 7
MED 5,86
DP 0,276

(9) (9)
Altura P.Udmido P. cinzas
0,0777 0,0301
0,0930 0,0289
0,0664 0,0232
0,0745 0,0237
0,0807 0,0253
0,0786 0,0246
0,0745 0,0207
7 7
0,0779 0,0252
0,0081 0,0033
0,0031 0,0012

EPM 0,104

(9)
P. MO

0,0154
0,0182
0,0129
0,0153
0,0163
0,0154
0,0162
7
0,0157
0,0016
0,0006

(cm?)
VO
0,0504
0,0653
0,0453
0,0512
0,0553
0,0545
0,0521

7
0,0534
0,0062
0,0023

(g/cm?)
DO
15417
1,4242
1,4658
1,4551
1,4593
1,4422
1,4299

7
1,4597
0,0392
0,0148

(9/cm?3)
DM
0,5972
0,4426
05121
0,4629
0,4575
0,4514
0,3973

7

0,4744
0,0638
0,0241

(N)

F. Max.
145,30
140,00
152,80
109,00
136,90
112,80

92,40
7
127,03
22,32
8,44

(N/mm)
Rigidez
439,3
298,6
543,8
367,2
502,6
333,4
465,5
7
421,49
90,92
34,37

)
Resiliéncia

0,0446
0,0413
0,0397
0,0306
0,0298
0,0419
0,0201

7
0,0354
0,0088
0,0033
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Apéndice N — Pardmetros biométricos, biofisicos e biomecanicos da quinta vértebra lombar dos animais do GRUPO 3 MESES

INTOXICADO
3 meses 9)
Altura P. dmido
6,50 0,0846
6,50 0,0808
6,00 0,0799
6,45 0,0820
6,15 0,0865
6,35 0,0851
6,00 0,0867
6,60 0,0940
6,50 0,0987
6,50 0,0737
n 10 10
MED 6,36  0,0852
DP 0,2229 0,0071
EPM 0,0705  0,0022

(9)

P. cinzas
0,0248
0,0211
0,0220
0,0264
0,0253
0,0248
0,0236
0,0252
0,0265
0,0198

10
0,0240
0,0023
0,0007

(9)
P. MO

0,0178
0,0169
0,0166
0,0152
0,0154
0,0160
0,0168
0,0175
0,0184
0,0147

10
0,0165
0,0012
0,0004

(cm?)
VO
0,0596
0,0591
0,0577
0,0579
0,0625
0,0606
0,0611
0,0672
0,0721
0,0527

10
0,0611
0,0054
0,0017

(g/cm?)
DO
1,4195
1,3672
1,3847
1,4162
1,3840
1,4043
1,4190
1,3988
1,3689
1,3985

10
1,3961
0,0195
0,0062

(g/cm?)
DM
0,4161
0,3570
0,3813
0,4560
0,4048
0,4092
0,3863
0,3750
0,3675
0,3757
10
0,3929
0,0292
0,0092

(N)
F. Max.

109,70
85,70
99,10
101,50
93,80
111,10
104,40
100,10
108,60
121,10
10
103,51
9,88
3,12

(N/mm)
Rigidez
255,60
312,00
473,60
198,30
510,10
311,70
404,00
258,90
301,30
453,70
10
347,92
105,43
33,34

)
Resiliéncia

0,0429
0,0285
0,0187
0,0417
0,0335
0,0433
0,0251
0,0342
0,0346
0,0219

10
0,0324
0,0088
0,0028
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Apéndice O — Parametros biométricos, biofisicos e biomecénicos da quinta vértebra lombar dos animais do GRUPO 6 MESES

CONTROLE
6 meses (mm)

7,00
6,85
6,45
7,00
6,70
6,00
6,60
n 7
MED 6,66
DP 0,3541

(9) (9)
Altura P.Udmido P. cinzas
0,1078 0,0339
0,0960 0,0353
0,1095 0,0375
0,1069 0,0370
0,1023 0,0305
0,0873 0,0252
0,0946 0,0299
7 7
0,1006 0,0328
0,0082 0,0044
0,0031 0,0017

EPM 0,1338

(9)
P. MO

0,0214
0,0210
0,0221
0,0210
0,0187
0,0158
0,0196
7
0,0199
0,0022
0,0008

(cm?)
VO
0,0747
0,0623
0,0731
0,0744
0,0739
0,0633
0,0651

7
0,0695
0,0057
0,0021

(g/cm?)
DO
1,4431
1,5409
1,4979
1,4368
1,3843
1,3791
1,4531

7
1,4479
0,0579
0,0219

(g/cm?)
DM
0,4538
0,5666
0,5130
0,4973
0,4127
0,3981
0,4593

7

0,4716
0,0588
0,0222

(N)
F. Max.

136,80
152,20
200,30
160,30
103,40
123,70
121,40
7
142,59
31,92
12,06

(N/mm)
Rigidez
418,60
498,90
634,70
405,80
308,80
453,50
356,30
7
439,51
105,99
40,06

)
Resiliéncia

0,035
0,045
0,0498
0,0303
0,0337
0,0396
0,0339
7
0,0382
0,0070
0,0026
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Apéndice P — Pardmetros biométricos, biofisicos e biomecénicos da quinta vértebra lombar dos animais do GRUPO 6 MESES

INTOXICADO
6 meses (mm)

7,25
6,70
6,50
7,50
6,00
7,45
6,80
6,35
n 8
MED 6,82
DP 0,5418

(9) (9)
Altura P.Udmido P. cinzas
0,1041 0,0309
0,0890 0,0301
0,0995 0,0329
0,1057 0,0364
0,0887 0,0308
0,1043 0,0328
0,0982 0,0312
0,0936 0,0306
8 8
0,0979 0,0320
0,0068 0,00206
0,0024 0,0007

EPM 0,1915

(9)
P. MO

0,0207
0,0172
0,0199
0,0221
0,0161
0,0209
0,0200
0,0192
8
0,0195
0,00198
0,0007

(cm?)
VO
0,074
0,0608
0,0675
0,0702
0,0623
0,0722
0,0678
0,0645
8
0,06741
0,00467
0,0017

(9/cm?3)
DO
1,4068
1,4638
1,4741
1,5057
1,4238
1,4446
1,4484
1,4512

8
1,4523

0,03029

0,0107

(g/cm?)
DM
0,4176
0,4951
0,4874
0,5185
0,4944
0,4543
0,4602
0,4744

8

0,4752
0,0311
0,0110

(N)

F. Max.
128,30
176,10
177,30
153,20
128,60
145,90
156,00
150,40

8
151,98
18,47
6,53

(N/mm)
Rigidez
421,50
374,00
455,00
433,10
127,90
347,70
323,20
322,30
8
350,59
103,12
36,46

)
Resiliéncia

0,0211
0,0403
0,0694
0,0352
0,0407
0,0584
0,0367
0,0554

8
0,0447
0,0154
0,0054

96



Apéndice Q — Parametros biométricos, biofisicos e biomecéanicos da quinta vértebra lombar dos animais do GRUPO 9 MESES

CONTROLE
9meses (mm)

7,00
7,00
7,65
7,30
6,45
7,00
7,00
n 7
MED 7,06
DP 0,3634

) )
Altura P.Udmido P. cinzas
0,1119 0,0362
0,1095 0,0342
0,1240 0,0418
0,1162 0,0407
0,0883 0,0266
0,1101 0,0274
0,0874 0,0378
7 7
0,1068 0,0350
0,0138 0,0060
0,0052 0,0023

EPM 0,1373

(9)
P. MO

0,0241
0,0210
0,0244
0,0260
0,0232
0,0357
0,0153
7
0,0242
0,0061
0,0023

(cm?)
VO
0,0786
0,0774
0,0848
0,0752
0,0595
0,0720
0,0554

7
0,0718
0,0106
0,0040

(g/cm?)
DO
1,4237
1,4147
1,4623
1,5452
1,4840
1,5292
15776

7
1,4910
0,0621
0,0235

(g/cm?)
DM
0,4606
0,4419
0,4929
0,5412
0,4471
0,3806
0,6823

7

0,4924
0,0971
0,0367

(N)

F. Max.
175,10
160,20
158,70
221,20
142,10
176,50
149,00

7
168,97
26,22
9,9108

(N/mm)
Rigidez
508,10
515,70
559,80
516,20
553,70
542,00
511,10
7
529,51
21,69
8,20

)
Resiliéncia

0,0432
0,0366
0,0333
0,0632
0,0345
0,0401
0,0250

7
0,0394
0,0120
0,0045
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Apéndice R — Parametros biométricos, biofisicos e biomecéanicos da quinta vértebra lombar dos animais do GRUPO 9 MESES

INTOXICADO
9meses (mm)

6,50
7,30
7,10
7,00
7,00
6,50
6,75
n 7
MED 6,88
DP 0,3053

) )
Altura P.dmido P. cinzas

0,0819 0,0321
0,1028 0,0184
0,1107 0,0350
0,0961 0,0357
0,1025 0,0290
0,0970 0,0322
0,0989 0,0272

7 7
0,0986 0,0299
0,0088 0,0059
0,0033 0,0022

EPM 0,1154

(9)
P. MO

0,0023
0,0400
0,0265
0,0151
0,0264
0,0172
0,0253

7
0,0218
0,0118
0,0045

(cm?)
VO
0,0609
0,0675
0,0747
0,0675
0,0701
0,0684
0,0685

7
0,0682
0,0041
0,0015

(g/cm?)
DO
1,3448
1,5230
1,4819
1,4237
1,4622
1,4181
1,4438

7
1,4425
0,0561
0,0212

(g/cm?)
DM
0,5271
0,2726
0,4685
0,5289
0,4137
0,4708
0,3971
7
0,4398
0,0893
0,0337

(N)

F. Max.
139,30
115,00
148,50
132,50
141,60
138,00
139,70

7
136,37
10,56
3,99

(N/mm)
Rigidez
371,10
450,00
457,80
414,00
367,40
403,80
396,70
7
408,69
35,19
13,30

)
Resiliéncia
0,0272
0,0219
0,0311
0,0215
0,0487
0,0510
0,0457

;
0,0353
0,0128
0,0048

98



Apéndice S — Parametros biométricos, biofisicos e biomecanicos da quinta vértebra lombar dos animais do GRUPO 12 MESES

CONTROLE
12
meses  (mm)

7,10
7,75
7,35
7,25
6,70
7,55
7,20
6,70
n 8
MED 7,20
DP 0,3703

(9) (9)
Altura P.Udmido P. cinzas
0,1162 0,0306
0,1375 0,0378
0,1131 0,0421
0,1025 0,0382
0,0944 0,0329
0,1232 0,0260
0,0884 0,0337
0,1013 0,0253
8 8
0,1096 0,0333
0,0161  0,00594
0,0057 0,0021

EPM 0,1309

(9)
P. MO

0,0338
0,0344
0,0204
0,0175
0,0138
0,0323
0,0115
0,0349
8
0,0248
0,01001
0,0035

(cm?)
VO
0,08
0,0971
0,078
0,0725
0,0687
0,0903
0,065
0,068
8
0,07745
0,01136
0,0040

(g/cm?)
DO
1,4525
1,4161
1,4500
1,4138
1,3741
1,3643
1,3600
1,4897

8
1,4151

0,04703

0,0166

(g/cm?)
DM
0,3825
0,3893
0,5397
0,5269
0,4789
0,2879
0,5185
0,3721

8

0,4370
0,0916
0,0324

(N)
F. Max.

140,60
169,60
120,50
107,30
84,90
93,40
108,30
174,80
8
124,93
33,66
11,90

(N/mm)
Rigidez
505,70
540,10
513,10
475,90
417,50
440,30
456,90
582,40
8
491,49
54,55
19,29

)
Resiliéncia
0,0332
0,1115
0,0584
0,0219
0,0188
0,0283
0,0210
0,0413

8
0,0418
0,0310
0,0110
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Apéndice T — Pardmetros biométricos, biofisicos e biomecanicos da quinta vértebra lombar dos animais do GRUPO 12 MESES

INTOXICADO
12
meses  (mm)

6,60
7,25
7,00
6,75
7,30
7,00
7,60
6,60
7,00
6,70
n 10
MED 6,98
DP 0,3302

) )
Altura P.dmido P. cinzas

0,0989 0,0293
0,1284 0,0291
0,1062 0,0378
0,1131 0,0412
0,1226 0,0427
0,1069 0,0322
0,1187 0,0415
0,1014 0,0336
0,0990 0,0313
0,0980 0,0330

10 10
0,1093 0,0352
0,0109 0,0052
0,0034 0,0016

EPM 0,1044

(9)
P. MO

0,0230
0,0439
0,0231
0,0218
0,0244
0,0237
0,0255
0,0211
0,0203
0,0212

10
0,0248
0,0069
0,0022

(cm?)
VO
0,0709
0,0878
0,0731

0,078
0,0873
0,078
0,0832
0,0723
0,072
0,0684
10
0,0771
0,0070
0,0022

(g/cm?)
DO
1,3949
1,4624
1,4528
1,4500
1,4044
1,3705
1,4267
1,4025
1,3750
1,4327

10
1,4172
0,0326
0,0103

(g/cm?)
DM
0,4133
0,3314
0,5171
0,5282
0,4891
0,4128
0,4988
0,4647
0,4347
0,4825
10
0,4573
0,0599
0,0189

(N)

F. Max.
154,80
232,90
155,80
174,90
135,70
140,00
156,30
154,60
107,00
119,80

10
153,18
34,28
10,84

(N/mm)
Rigidez
379,90
680,30
465,30
624,00
330,20
295,00
497,00
429,60
317,00
512,20
10
453,05
129,50
40,95

)
Resiliéncia
0,0776
0,0560
0,0437
0,0511
0,0466
0,0472
0,0391
0,0691
0,0199
0,0565

10
0,0507
0,0159
0,0050
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Apéndice U — Probabilidades do teste estatistico da massa corporal inicial dos animais dos grupos experimentais

X 3C 31

3C 0,54757

31
6C
6l
9C
91
12C
121

LEGENDA

3C = 3 meses controle
3l =3 meses intoxicado
6C = 6 meses controle
61 =6 meses intoxicado
9C = 9 meses controle
91 =9 meses intoxicado

6C 6l

0,24254 0,73806
0,51842 0,38083
0,15269

9C

0,6884
0,3571
0,1421
0,9174

91

0,0523
0,0145
0,0028
0,0941
0,0951

12C

0,6996
0,3606

0,143
0,9378
0,9734
0,1003

121

0,2635
0,1042
0,0301
0,3988
0,4105
0,3394
0,4218
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Apéndice V — Probabilidades do teste estatistico da massa corporal final dos animais dos grupos experimentais

X 3C 31

3C 0,48788

31
6C
61
9C
91
12C
121

LEGENDA

3C = 3 meses controle
3l =3 meses intoxicado
6C = 6 meses controle
61 =6 meses intoxicado
9C = 9 meses controle
91 =9 meses intoxicado

6C 6l 9C
0,00035 0,0006  3E-05

8,5E-05 0,00013  3E-05
0,78594  0,0015
0,0009

91

SE-05
3E-05
0,1364
0,0968
0,0571

12C

3E-05
2E-05
0,001
0,0005
0,8201
0,0435

121

2E-05

2E-05
0,0004
0,0002
0,5586
0,0204
0,6908
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Apéndice W — Probabilidades do teste estatistico do comprimento dos fémures dos animais dos grupos experimentais

X 3C 3
3C
31
6C
6l
9C
91
12C
121

I
0,40503

LEGENDA

3C = 3 meses controle
3l =3 meses intoxicado
6C = 6 meses controle
61 =6 meses intoxicado
9C = 9 meses controle
91 =9 meses intoxicado

6C 6l
3,2E-05 5,9E-05
5,3E-05 0,00011

0,54249

9C
2E-05
2E-05
0,0205
0,0049

91
SE-05
6E-05

0,8804
0,6168
0,0162

12C
3E-05
3E-05
0,3988
0,1764
0,1094
0,3511

121
2E-05
3E-05
0,2455
0,0947
0,1912
0,2092

0,693
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Apéndice X — Probabilidades do teste estatistico do peso iUmido dos fémures dos animais dos grupos experimentais

X 3C 31 6C 6l 9C 91 12C 121

3C 0,15557 6E-05 0,00011 2E-05 5E-05 3E-05 3E-05
31 53E-05 59E-05 2E-05 3E-05 3E-05 2E-05
6C 0,56795 0,0009 0,6442 0,1444 0,108
61 0,0002 0,3334 0,0536 0,0374
9C 0,0028 0,0389 0,0502
91 0,2746 0,2182
12C 0,8273
121

LEGENDA

3C = 3 meses controle
3l =3 meses intoxicado
6C = 6 meses controle
61 =6 meses intoxicado
9C = 9 meses controle
91 =9 meses intoxicado




Apéndice Y — Probabilidades do teste estatistico do peso de material organico dos fémures dos animais dos grupos

experimentais
X 3C 31

3C 0,04531

31
6C
61
9C
91
12C
121

LEGENDA

3C = 3 meses controle
3l =3 meses intoxicado
6C = 6 meses controle
61 =6 meses intoxicado
9C = 9 meses controle
91 =9 meses intoxicado

6C 6l 9C

8E-05 0,00013 2E-05
5,3E-05 5,9E-05 2E-05
0,9131 0,0294

0,0251

91

7E-05
3E-05
0,8463
0,777
0,0404

12C

4E-05
3E-05
0,9177
0,4709
0,0986
0,619

121

3E-05

2E-05
0,2735
0,2442
0,2169
0,3396
0,6013
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Apéndice Z — Probabilidades do teste estatistico do peso das cinzas dos fémures dos animais dos grupos
experimentais

X 3C 31 6C 6l 9C 91 12C 12 1

3C 0,50329 59E-05 0,00011 2E-05 5E-05 3E-05 3E-05
31 53E-05 59E-05 2E-05 3E-05 3E-05 2E-05
6C 0,75865 0,0008 0,7582 0,0241 0,0052
6l 0,0003 0,565 0,0136 0,0026
9C 0,0016 0,1954 0,4759
91 0,0386 0,0097
12C 0,504
121

LEGENDA

3C = 3 meses controle
3l =3 meses intoxicado
6C = 6 meses controle
61 =6 meses intoxicado
9C = 9 meses controle
91 =9 meses intoxicado




Apéndice AA — Probabilidades do teste estatistico do volume dsseo dos fémures dos animais dos grupos

experimentais
X 3C

3C

31

6C

61

9C

91

12C

121

31
0,01259

LEGENDA

3C = 3 meses controle

31 =3 meses intoxicado

6C = 6 meses controle

61 =6 meses intoxicado

9C = 9 meses controle

91 =9 meses intoxicado

6C
0,0001
5,3E-05

6l 9C
0,00186  2E-05
6E-05 2E-05
0,22065 0,0045
0,0001

91
SE-05
3E-05

0,3787
0,048
0,036

12C
3E-05
2E-05
0,0333
0,0015
0,3976
0,1698

121
3E-05
3E-05

0,0384
0,0019
0,3579
0,1858
0,8932
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Apéndice BB — Probabilidades do teste estatistico da densidade dssea dos fémures dos animais dos grupos

experimentais
X 3C

3C

31

6C

6 I

9C

91

12C

12 1

31

0,0016

LEGENDA

3C = 3 meses controle

31 =3 meses intoxicado

6C = 6 meses controle

61 =6 meses intoxicado

9C = 9 meses controle

9] =9 meses intoxicado

6C 6l
0,0013 2,3E-05
0,90766 0,09982
0,11085

9C
7E-05
0,2767
0,2975
0,5114

91
0,0145
0,391
0,361
0,0174
0,0672

12C
0,0941
0,092
0,0803
0,0014
0,0081
0,3481

121
0,0186
0,3331
0,2996
0,0126
0,0518
0,8617
0,4086
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Apéndice CC — Probabilidades do teste estatistico da densidade mineral dos fémures dos animais dos grupos

experimentais
X 3C

3C

31

6C

61

9C

91

12C

12 1

31
0,03674

LEGENDA

3C = 3 meses controle

31 =3 meses intoxicado

6C = 6 meses controle

61 =6 meses intoxicado

9C = 9 meses controle

9] =9 meses intoxicado

6C 6l
6,5E-05 2,8E-05
0,00993 0,00094

0,36637

9C
2E-05
0,0002
0,1631
0,5637

91
0,0001
0,0247
0,6372
0,1945
0,0743

12C
4E-05
0,0023
0,5445
0,7199
0,3793
0,3128

121

2E-05
0,0002
0,1618
0,5598
0,9734

0,074
0,3779

109



Apéndice DD — Probabilidades do teste estatistico da forca maxima dos fémures dos animais dos grupos

experimentais, obtida em teste biomecénico

X 3C 31

3C 0,66266

31
6C
61
9C
91
12C
121

LEGENDA

3C = 3 meses controle
3l =3 meses intoxicado
6C = 6 meses controle
61 = 6 meses intoxicado
9C = 9 meses controle
91 =9 meses intoxicado

6C

3E-05
4,5E-05

6l 9C

0,00366  2E-05
0,00892  2E-05
0,03854 0,0014

3E-05

91

4E-05
7E-05
0,8225
0,0541
0,0009

12C

2E-05
3E-05
0,008
4E-05
0,4683
0,0059

121

7E-05
0,0001
0,6041
0,0876
0,0004
0,7415
0,0029
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Apéndice EE — Probabilidades do teste estatistico da rigidez dos fémures dos animais dos
grupos experimentais, obtida em teste biomecéanico

X 3C 31
3C
31
6C
61
9C
91
12C
121

LEGENDA

3C = 3 meses controle
3l =3 meses intoxicado
6C = 6 meses controle
61 = 6 meses intoxicado
9C = 9 meses controle
91 =9 meses intoxicado

6C 61 9C

0,00014 0,19401 2E-05
0,00014 0,21127 2E-05
0,0053 0,0213

3E-05

91

0,0002
0,0002
0,8001
0,0067

0,015

12C

3E-05
2E-05
0,0741
SE-05
0,5116
0,0595

121

0,0002
0,0002
0,8369
0,0075
0,0154
0,9482
0,0593
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Apéndice FF — Probabilidades do teste estatistico da resiliéncia dos fémures dos animais dos grupos

experimentais, obtida em teste biomecénico

X 3C 3
3C
31
6C
61
9C
91
12C
121

I
0,27694

LEGENDA

3C = 3 meses controle
3l =3 meses intoxicado
6C = 6 meses controle
61 =6 meses intoxicado
9C = 9 meses controle
91 =9 meses intoxicado

6C 61
0,41505 0,35546
0,73282 0,83313

0,87732

9C
0,0017
0,0253
0,0142
0,0182

91
0,4086
0,714
0,9661
0,8541
0,0143

12C
0,0016
0,0205
0,0131
0,016
0,9831
0,0135

121
0,8669
0,2249
0,3493
0,2941
0,0011
0,3513
0,0011
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Apéndice GG — Probabilidades do teste estatistico da altura das quintas vértebras lombares dos animais dos grupos

experimentais
X 3C

3C

31

6C

61

9C

91

12C

12 1

31
0,00823

LEGENDA

3C = 3 meses controle

31 =3 meses intoxicado

6C = 6 meses controle

61 =6 meses intoxicado

9C = 9 meses controle

91 =9 meses intoxicado

6C 6l 9C
0,00012 5,5E-05 2E-05
0,09661 0,01611 0,0006
0,36989  0,0487
0,2313

91
3E-05
0,0083
0,2488
0,7392
0,3524

12C
2E-05
7E-05
0,0082
0,0605
0,4276
0,1058

121
3E-05
0,002
0,1042
0,401
0,6678
0,5728
0,2518
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Apéndice HH — Probabilidades do teste estatistico do peso tmido das vértebras dos animais dos grupos experimentais

X 3C 31 6C 6l 9C 91 12C 121

3C 0,1719 0,00018 0,00058 3E-05 0,0005 2E-05 2E-05
31 0,00826 0,01935 0,0003 0,0185 9E-05 1E-04
6C 0,62799 0,2482 0,6955 0,1265 0,1243
6l 0,1292 0,8993 0,0547 0,0559
9C 0,1463 0,6202 0,6303
91 0,0655 0,0656
12C 0,9616
121

LEGENDA

3C = 3 meses controle
3l =3 meses intoxicado
6C = 6 meses controle
61 =6 meses intoxicado
9C = 9 meses controle
91 =9 meses intoxicado




Apéndice Il — Probabilidades do teste estatistico do peso de material organico das vértebras dos animais dos grupos

experimentais
X 3C 31

3C 0,79081

31
6C
6l
9C
91
12C
121

LEGENDA

3C = 3 meses controle
3l =3 meses intoxicado
6C = 6 meses controle
61 =6 meses intoxicado
9C = 9 meses controle
91 =9 meses intoxicado

6C 6l 9C

0,23376  0,2667 0,0207
0,32375 0,35834 0,0347
0,89424  0,2137

0,187

91

0,0929
0,1391
0,5605
0,5032
0,4566

12C

0,0157
0,0273
0,1839
0,1552
0,8667
0,4043

121

0,0149
0,0258
0,1754
0,1498
0,8633
0,3903
0,9939
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Apéndice JJ — Probabilidades do teste estatistico do peso das cinzas das vértebras dos animais dos grupos

experimentais
X 3C 3

3C

31

6C

61

9C

91

12C

12 1

I
0,58729

LEGENDA

3C = 3 meses controle
3l =3 meses intoxicado
6C = 6 meses controle
61 = 6 meses intoxicado
9C = 9 meses controle
91 =9 meses intoxicado

6C 6l
0,00338 0,00704
0,00082 0,00189

0,73284

9C
0,0003
7E-05
0,3764
0,2458

91
0,0459
0,0164
0,2578
0,3869
0,0566

12C
0,002
0,0004
0,8072
0,584
0,4839
0,1896

121

0,0002

SE-05
0,3502
0,2251
0,9272
0,0506
0,4583
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Apéndice KK — Probabilidades do teste estatistico do volume 6sseo das vértebras dos animais dos

grupos

experimentais
X 3C

3C

31

6C

61

9C

91

12C

121

31
0,04279

LEGENDA

3C = 3 meses controle

31 =3 meses intoxicado

6C = 6 meses controle

61 =6 meses intoxicado

9C = 9 meses controle

91 =9 meses intoxicado

6C
0,00015
0,03695

6l
0,00055
0,08846
0,58891

9C
4E-05
0,0093
0,5333
0,2786

91
0,0004
0,0687
0,7216
0,8249
0,3591

12C
2E-05
0,0001
0,0522
0,0174
0,1547
0,0266

121

2E-05
0,0002
0,0553
0,0197
0,1575
0,0293
0,9244
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Apéndice LL — Probabilidades do teste estatistico da densidade 6ssea das vértebras dos animais dos grupos

experimentais
X 3C

3C

31

6C

61

9C

91

12C

12 1

31
0,01301

LEGENDA

3C = 3 meses controle

31 =3 meses intoxicado

6C = 6 meses controle

61 =6 meses intoxicado

9C = 9 meses controle

91 =9 meses intoxicado

6C 6l
0,61714 0,73603
0,03803 0,02677

0,84365

9C
0,1618
0,0002
0,0784
0,1019

91
0,4831
0,0577
0,8068
0,6795
0,0526

12C
0,0795
0,3931
0,18
0,138
0,003
0,2457

121
0,0894
0,3726
0,1938

0,152
0,0035
0,2551
0,9233
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Apéndice MM — Probabilidades do teste estatistico entre 0s grupos experimentais, da densidade mineral das vértebras

dos animais
X 3C

3C

31

6C

6l

9C

9l

12C

12 1

31
0,03822

LEGENDA

3C = 3 meses controle

31 =3 meses intoxicado

6C = 6 meses controle

61 =6 meses intoxicado

9C = 9 meses controle

9] =9 meses intoxicado

6C 6l
0,93306 0,98153
0,04211 0,03892

0,92047

9C
0,6247
0,0131
0,585
0,6175

91
0,3627
0,2002
0,3862
0,3639
0,1847

12C
0,3368
0,2015
0,3634
0,3353
0,1677
0,9341

121
0,6395
0,0894

0,677
0,6373
0,3684
0,6108
0,5797
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Apéndice NN — Probabilidades do teste estatistico entre os grupos experimentais, da forca maxima das vértebras

dos animais,obtida em teste bhiomecanico

X 3C 31

3C 0,08614

31
6C
6l
9C
91
12C
121

LEGENDA

3C = 3 meses controle
3l =3 meses intoxicado
6C = 6 meses controle
61 =6 meses intoxicado
9C = 9 meses controle
91 =9 meses intoxicado

6C 6l 9C

0,25612 0,07834 0,0042
0,00676 0,00094  3E-05
0,4648 0,0625

0,2147

91

0,467
0,0202
0,6281
0,2547
0,0241

12C

0,8697
0,0988
0,2138

0,062
0,0029
0,4035

121

0,0713
0,0008
0,4394
0,9252
0,2209
0,2369
0,0552
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Apéndice OO — Probabilidades do teste estatistico entre 0s grupos experimentais, da rigidez das vértebras

dos animais, obtida em teste biomecanico

X 3C 31

3C 0,15489

31
6C
6l
9C
91
12C
121

LEGENDA

3C = 3 meses controle
3l =3 meses intoxicado
6C = 6 meses controle
61 =6 meses intoxicado
9C = 9 meses controle
91 =9 meses intoxicado

6C 6l

0,69962 0,15551
0,08315 0,95453
0,08507

9C

0,0405
0,0008
0,0813
0,0009

91

0,7841
0,2234
0,537
0,2165
0,024

12C

0,176
0,0079
0,2978
0,0083
0,4168
0,1178

121

0,5273
0,0502

0,772
0,0522
0,1256
0,3922
0,4118

121



Apéndice PP — Probabilidades do teste estatistico entre 0s grupos experimentais, da resiliéncia das vértebras

dos animais, obtida em teste biomecanico

X 3C 31 6C 61 9C
3C 0,727812 0,731376 0,312684 0,64244
31 0,519508 0,194404 0,4457
6C 0,468508 0,8784
61 0,54188
9C
91
12C
121
LEGENDA

3C = 3 meses controle
3l =3 meses intoxicado
6C = 6 meses controle
61 = 6 meses intoxicado
9C = 9 meses controle
91 =9 meses intoxicado

91
0,98731
0,72177
0,73687
0,31469
0,64489

12C
0,47494
0,31417
0,67376
0,7227
0,76642
0,47734

121

0,09937
0,05376
0,17034
0,45359
0,20542
0,10117
0,30071
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