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RESUMO

Devido a caréncia de dados sobre o envolvimento do mercurio
sobre alteracbes do metabolismo 6sseo, torna-se importante investigar a
influéncia do seu efeito sobre os parametros 6sseos. Avaliou-se as possiveis
alteracdes biométricas, fisicas, biomecancicas e enzimaticas (MMPs) Osseas
em ratos intoxicados com cloreto mercuroso durante seu desenvolvimento. Os
animais foram divididos em 4 grupos: 3m, 6m, 9m e 12 meses de vida. Os
animais tratados com cloreto de mercuario receberam HgCl,, e os controles,
salina por gavagem gastrica. O tratamento iniciou-se aos 30 dias de vida do
animal, 5 vezes por semana, durante 60 dias. A dose diaria foi de 5mg/kg de
massa corporal de HgCl, e de 0,1ml de salina /100g de massa corporal. Os
animais foram pesados 3 vezes por semana até o dia do sacrificio. Apés esse
periodo, o grupo 3m foi sacrificado por decapitacdo enquanto que os demais
grupos permaneceram sem tratamento até que completassem a idade
desejada (6m, 9m e 12 meses de vida). Os animais tiveram seus fémures,
tibias e vértebras (L5) retirados para analise dos parametros biométricos,
biomecénicos e enzimético. Para andlise estatistica dos resultados foi feito o
Teste de normalidade Shapiro-Wilk, o teste de varianca Two-way analysis
(ANOVA) (para tempo e tratamento) e o Teste de Tukey para mudltiplas
comparacoes utilizando o programa Graphpad Instat (version 3.00 - dezembro
de 1997). Todos os valores foram expressos como meédia + erro padrdo da
media e o nivel de significancia adotado foi de p < 0,05. Houve tendéncia de
aumento de percentual do material mineral, densidade mineral e 6ssea e da
forca maxima suportada, das amostras dos fémures dos grupos contaminados
em relacdo aos seus controles respectivos. Os animais contaminados também
apresentaram diferencas de forca maxima das vértebras, onde o 6 meses foi
maior em relacdo ao grupo 3M. Houve maior atividade das MMP-2 no grupo
mercurio em relagcdo ao grupo salina de mesma idade. Os resultados desse
trabalho mostraram que o HgCl, na concentragcdo de 5mg/kg PC, quando

comparados com o grupo controle ndo apresentaram diferencas das alteragdes



das propriedades biométricas, biofisicas e biomecéanicas do tecido 6sseo em
desenvolvimento dos ratos. O tratamento com HgCI, estimulou a atividade das
MMP-2 nos animais no final do tratamento e permaneceu em um periodo de

até 6 meses depois.

Palavras chaves: rato, 0sso, metaloproteinases, mercurio, forca maxima
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Abstract

There are few data about the mercury influence on bone metabolism
them it is important to investigate the bone parameters that can be affected
by it. The aim of this study was to evaluate the biometric, physical,
biomechanical and enzymatic (MMPs) bone alterations in adult rats
contaminated with mercurous chloride (HgCl,) during their development. The
animals were separated in 4 groups: 3, 6, 9 and 12 months. The animals
received mercuric chloride (experimental group) and saline (control group) by
stomach gavage. The treatment had begun on 30 days of animals life, 5
times a week during 60 days. The daily dose was 5mg/kg of body weight of
HgCl, and 0,1ml of saline /100g of body weight. The animals were weighted 3
times a week until the sacrifice day. After the period of contamination, the 3
months groups were sacrificed, while the other groups stayed without
treatment to complete their ages (6, 9 and 12 months). The animals’ femurs,
tibia and vertebras (L5) were dissected to be analyzed on biometric,
biomechanical and enzymatic parameters. To statistical analyze it was used
the normality test Shapiro-Wilk, the variance tes Two-way analysis (ANOVA)
(for time and treatment), and the Tukey Test to do multiple comparisons
using Graphpad Instat (version 3.00 — December 1997). All the values were
expressed as media * standard error media and the significance level was p
< 0.05. There was a tendency of a percent increase of mineral material,
mineral and bone density and of the maximum force of femurs sample on
contaminated groups related to their respective controls. The contaminated
animals showed difference on the maximum force of the vertebras, which the
6 months had a higher value than the 3 months group. It was higher MMP-2
activity on mercury group than on the saline group with the same age. The
results showed that the HgCl, on 5m/Kg dose, when related to the control
group, did not present difference of biometric, biophysical and biomechanical
parameters on bone tissue of rats in development. The HgClI, contamination
stimulated the MMP-2 activity at the end of the contamination period and

remained until 6 months after the contamination.



Keywords: rat, bone, metalloproteinases, mercury, Maximum Force.
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Introducéo

1.1 Tecido 6sseo

O tecido G6sseo € o constituinte principal do esqueleto, constituido de
uma matriz extracelular que contem componentes organicos (35%) e
inorganicos (65%). Apresenta funcbes importantes ao organismo como de
suporte para as partes moles e protecao os Orgaos vitais, como 0s que estdo
contidos na caixa toracica e craniana [MARCUS, FELDMAN e KELSEY, 1996;
FERNANDEZ-TRESGUERRES-HERNANDEZ-GIL et al., 20063]

Os ossos funcionam como um sistema de alavancas que amplia as
forcas geradas pela contracdo da musculatura esquelética para realizacdo do
movimento. Os o0ssos ainda sé&o grandes armazenadores de substancias,
sobretudo ions calcio e fosfato. O esqueleto ésseo também serve como uma
segunda linha de defesa contra acidose e sua vasta area de superficie mineral
pode adsorver toxinas e metais pesados e minimizar seus efeitos adversos
sobre outros tecidos [RAISZ, 1999; MUNDY, 1999].

Por ser uma estrutura inervada e irrigada, 0 0sso apresenta grande
sensibilidade e capacidade de regeneracdo [MARCUS, FELDMAN e KELSEY,
1996; PIVONKA P, 2008].

Ao contrario do que se imagina, o tecido 6sseo € uma estrutura que
sofre constantes modificagcbes ao longo da vida, podendo ser fisioldgicas ou
patolégicas [PARFITT, 1987]. As alteracdes fisiolégicas ocorrem através de
uma relacdo entre formacgéo e reabsorcéo do tecido 6sseo, que tem seu pico
maximo de desenvolvimento até os 30 anos de idade, prevalecendo a
formacdo. Entre os 30 e 40 anos ocorre uma estabilizacdo entre esses dois
mecanismos, e apdés esse periodo a reabsorcdo prevalece, levando a
diminuicdo progressiva da massa 0ssea. No periodo de predominancia da
reabsorcéo 6ssea, tanto o homem quanto a mulher perde cerca de até 0,3% de
massa 0ssea ao ano. Na mulher, a perda de massa 0ssea € maior nos 10
primeiros anos pés-menopausa, podendo chegar a 3% ao ano, e é maior na

mulher sedentaria. A constante formacgéo e reabsorcdo em estado fisiolégico



sdo importantes, pois contribuem para a preservacao de um tecido sempre
novo e de boa qualidade funcional o que preserva a integridade mecanica
[VAANANEN, 1991; YAMAMOTO, JEE e MA, 1995; DATTA, 2008]. Estudos
tém mostrado que a for¢ca necessaria para se causar uma fratura Ossea é
diretamente proporcional com a densidade 6éssea [NGUYEN et al., 2003].

Em casos patologicos, a reabsorcdo do tecido 0sseo acontece em um
grau mais elevado e pode levar a ocorréncia da perda de massa 0ssea e até
mesmo a osteoporose. O fato de o tecido 6sseo ser uma estrutura sélida faz
com que ele esteja vulneravel a fraturas, principalmente na osteoporose
[RALSTON e CROMBRUGGHE, 2006]. A fratura consequente da diminuicdo
da massa Ossea torna-se preocupante, visto que a mesma pode ocasionar
problemas como infeccBes, pneumonias, entre outros, e até levar a
mortalidade. Dentre todas as patologias envolvidas com o enfraquecimento
0sseo, a osteoporose é a de maior ocorréncia na populacdo mundial e a mais
frequente das doencas osteometabdlicas, sendo, portanto, a que tem recebido
maior atencdo da literatura cientifica [NETO et al, 2002]. Devido a sua
importancia, varias sdo as preocupacdes e cuidados especiais com 0 que
possa causar alteracfes 6sseas ao longo da vida.

No tecido 6sseo, destacam-se 0s seguintes tipos celulares: osteoblastos,
osteoclastos e ostedcitos. Os osteoblastos sdo as células formadoras do tecido
e surgem a partir de células primitivas, as osteoprogenitoras. Diversos fatores,
como proteinas e fatores de crescimento, estimulam a diferenciacdo das
células osteoprogenitoras em osteoblastos. Quando ativos, os osteoblastos
depositam colageno, principalmente do tipo I, na matriz extracelular adjacente
em arranjos regulares que futuramente serdo calcificados pela deposicdo de
cristais de hidroxiapatita e passaréo a ser denominados de ostedcitos. Sao os
ostedcitos que manterdo o equilibrio e manutencdo do tecido através de
comunicagbes entre prolongamentos com o0s ostedcitos adjacentes em
canaliculos presentes no interior do osso. Outra funcao importante do osteocito
e que vem sendo amplamente estudada € a sua participacdo como célula

responsavel por traduzir a forca mecanica imposta ao 0SSO em sinais



bioquimicos que regulam o turnover 6sseo [TEITELBAUM et al, 2000;
MACKIE, 2003; BONEWALD, 2004].

Ja os osteoclastos, sédo células reabsorvedoras do tecido e originam-se
de células mononucleadas hematopoiéticas. Sua ativagédo se da principalmente
através da acdo do hormdénio da paratiredide (PTH) que tem seu receptor nos
osteoblastos, e uma acao paracrina nos osteoclastos. Nessas células, o PTH
ativa a reabsorcdo do tecido mineralizado com finalidade da manutencdo das
concentracbes dos ions de calcio no sangue. Os osteoclastos atacam a
superficie 6ssea mineralizada e inicia a absor¢cdo pela secrecdo de ions de
hidrogénios e enzimas lisossomais, 0 qual pode degradar todos o0s
componentes da matriz 6ssea, incluindo colageno, em baixo pH [RAISZ, 1999;
PIVONKA, 2008]. O processo de remodelacdo Ossea é caracterizado por
variedade de enzimas liberadas pelos osteoblastos e osteoclastos, tendo o
papel de desempenhar o turnover da matriz extracelular (MEC). A remodelacao
inclui fungBes metabdlicas integrais para o turnover do colageno fibrilar e a
deposicdo e reabsorcdo de tecido. O sistema apresentado € de essencial
importancia para os tecidos, e estas enzimas proteoliticas extracelulares atuam
no remodelamento tecidual [STERNLICHT e WERB, 2001]. Uma classe destas
proteinas responsaveis pelo remodelamento da MEC é a das metalopeptidades
de matriz (MMPs). As MMPs sdo enzimas responsaveis pelo desenvolvimento
e manutencao da MEC, desempenhando papel importante na remodelacdo da
mesma em varios processos fisioldégicos e patolégicos [VU e WERB, 2000]. Em
tecidos ricos em coldgeno como tecido 0sseo, a organizacdo da MEC envolve
varios fatores inibidores e estimuladores para que haja equilibrio entre
producéo e degradacao.

Mccaw, Ewald e Werb (2007), em um trabalho de revisédo, relataram 28
genes de MMPs, a maioria com potencial para atuar sobre a MEC rica em
colageno assim como a encontrada no tecido 6sseo. Através da deficiéncia da
expressao (genetic knockouts) das MMPs em células mutantes, foram descritos

dois tipos de MMPs (tipos 9 e 13) relacionadas ao tecido 0sseo.

1.2 Metalopeptidases ou Metaloproteinases (MMPSs)


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

As MMPs foram descobertas em 1962 por Gross e Lapiere quando
observaram que certas enzimas (as MMPs) degradavam fibras de colageno.
Mais tarde, ao fim da década de 60 e inicio de 70, maior importancia foi dada
ao estudo das MMPs devido a observacao do papel regulador dessas enzimas
relacionado a certas doengcas como artrite reumatodide e cancer. Os estudos
que abordam a relagdo das MMPs com patologias sdo extremamente
complexos, visto que, ha casos em que o aumento de sua atividade induz a,
por exemplo, progressdo tumoral e outros casos em que sua atividade
aumentada inibe o tumor [GROSS e LAPIERE, 1962; BRINCKERHOFF e
MATRISIAN, 2002].

Como ja mencionado, as MMPs foram consideradas como componentes
de degradacdo da MEC. Entretanto, a protedlise das MMPs pode criar espacos
para migragao celular, pode produzir fragmentos de substratos com atividade
bioldgica independente, além de poder ativar, desativar ou modificar a atividade
das moléculas sinalizadoras, tanto direta quanto indiretamente. Ou seja, de
acordo com o substrato degradado e o tipo de MMP ativada para essa
degradacdo, diferentes comportamentos biolégicos podem ocorrer, inclusive de
producdo, o que seria, a principio, “contraditério” a sua funcédo de degradacao
dos efeitos causados pelas MMPs [STEINLICHT e WERB, 2001].

As MMPs expressas na ossificagdo endocondral tém sido localizadas
numa variedade de analises. A MMP-3 est4d presente nos osteécitos e
osteoblastos, enquanto que sua forma inativa (Pro MMP-3) estd na MEC ao
longo do periésteo. Ja a MMP-10 é expressa nos osteoclastos e outras células
relacionadas a reabsorcdo. A MMP primariamente envolvida na ossificacao
endocondral € a MMP-9, a qual é altamente expressa em monocitos e
osteoclastos durante o desenvolvimento de camundongos. A MMP-9 ativa é
concentrada em sitios de reabsor¢cdo de cartilagem, préximo & jungdo
osteocondral, onde a invasdo vascular ocorre. J& a MMP-2 é difusamente
expressa em osteoblastos, células da medula 6ssea e periosteo. O papel
crucial das MMPs na ossificacdo endocondral pode ser observado tratando

camundongos de 1 a 2 semanas de idade (quando os ossos desenvolvem-se



rapidamente) com um inibidor de MMPs. Isso resulta em um hiper
desenvolvimento da cartilagem no primeiro sitio de ossificacdo e uma inibicdo
de ossificacdo no segundo sitio das epifises [ORTEGA, BEHONIC e WERB,
2004].

As MMPs melhor estudadas nos osteoclastos s&o MMP-9 e MMP-14.
Ambas sdo muito importantes no recrutamento de osteoclastos em 0ssos
longos e na formacgédo da cavidade marrom. Porém, ndo ha evidéncia de seu
envolvimento (nem de outras) na solubilizacdo da matriz 6ssea. Para estudar
as MMPs envolvidas com a solubilizacdo da matriz éssea, Houl et al (2004)
clonaram a MMP-12 de osteoclastos de coelhos e avaliaram sua expressao em
células Osseas extraidas de coelhos e camundongos. A MMP-12 nédo é
detectada em tecido adulto normal e possui distribuicdo celular muito limitada.
Porém, ela estd envolvida em diversos papéis de regulagdo, degradacéo e
producdo. Os autores investigaram também quando a MMP-12 é a MMP
fundamental na reabsorcdo Ossea. Esses autores afirmaram que a MMP-12
desses animais € muito semelhante a dos humanos, sendo inclusive mais
semelhante do que a de ratos e camundongos. Os resultados mostraram que
os osteoclastos de camundongos também expressam MMP-12, mas os de
coelho nem sempre as expressam. Essa expressao seletiva da MMP-12 levou
aos autores concluirem que essa MMP tem seu papel mais evidente como
resposta a situagdes criticas, demonstrando ter uma funcao muito especifica.

A familia das MMPs consiste de trés grupos principais: colagenases
intersticiais, as gelatinases e as estromelisinas. As MMPs séo secretadas como
proenzimas e sao reguladas por inibidores especificos, os quais influenciam a
remodelacdo 6ssea principalmente por ativar ou inibir os osteoclastos [HILL et
al, 1994].

Costa et al (2008) induziram a tirotoxicose em gatos domeésticos para
que houvesse a desmineralizagdo 6ssea e pudessem avaliar o papel das
MMPs-2 e -9 no processo de remodelamento da matriz 0ssea. Atraves da
zimografia, os autores puderam verificar a atividade das MMPs nos gatos
tirotoxicos, onde essas enzimas apresentaram correlagdo negativa com 0s

valores da densidade mineral 6ssea nos primeiros 14 dias de administracdo



hormonal, quando a desmineralizagdo déssea teve sua maior amplitude. Isso
demonstrou acao rapida dessas MMPs nos casos de tirotoxicose, sendo um
fator agravante nos processos de osteoporose secundaria em pacientes com
hipertiroidismo. A conclusdo dos autores foi de que a desmineralizagdo 6ssea
secundaria a tirotoxicose aumentou a atividade das MMP-2 e -9 em gatos.

Com base nos estudos descritos observa-se o importante papel das
metaloproteinases no turnover 0sseo, comportando-se como marcadores
bioldgicos para identificacdo dos processos de remodelacdo desse tecido.

A formacao do tecido 6sseo também pode ser influenciada por diversos
fatores tais como alimentacdo, genética, sexo, idade e fatores ambientais.
Dentre os fatores ambientais, existem alguns relatos sobre a influéncia de
metais pesados, como o0 mercario (Hg), sobre as alteracbes do
desenvolvimento 6sseo em ratos durante a fase de crescimento [MARCUS,
FIELDMAN e KELSEY, 1996; ESCRIBANO et al, 1997, SCHIRRMACHER et
al, 1998; NGUYEN et al, 2003].

1.3 Cloreto de Mercurio

O mercario € um metal liquido altamente volatil e sua concentracao
altera-se de acordo com a temperatura, sendo que quanto mais elevada maior
sera sua evaporacao.

Questdes ambientais tem sido alvo de preocupacéo e estudos na tentativa
de conseguir a evolucdo cientifica e tecnoldégica com a menor agressao
ambiental possivel.

O mercurio é um poluente ambiental encontrado em toda biosfera. O
homem usa o mercario e depois o libera para o ambiente, causando um
aumento de até quatro vezes da sua concentracdo. As principais fontes de
poluicdo por metais pesados sao provenientes dos efluentes industriais
(incluindo uso laboratorial), de mineracdo e das lavouras [VIEIRA &
PASSARELLI, 1996; ATKINSON et al, 2001; SANTOS et al, 2003; BRODKIN
et al, 2007].



No Brasil 0 mercurio comecou a ser amplamente usado na década de 70
para fins garimpeiros, especialmente na regido Amazbnica. Todo mercurio
utilizado no Brasil é importado, pois o0 pais ndo produz esse metal. Nos anos 80
as pesquisas mostraram que a contaminacdo de peixes em rios de capitais
como S&o Paulo era significativa. Na ultima década esses nimeros diminuiram
demonstrando que os cuidados das industrias relacionados a poluicdo causada
pelo Hg no ambiente estdo sendo de fato providenciados. No entanto, com o
avanco do garimpo realizado na Amazonia e regidao Central do Brasil, 0 uso do
Hg para esse fim tem aumentado, representando mais de 84% do total de
mercurio emitido anualmente no Brasil [LACERDA, 1997].

O mercurio pode ser encontrado em trés formas quimicas: mercurio
elemento, organico e inorganico. Varios sais e compostos sdo achados
conjugados ao mercurio organico e inorganico tornando-os amplamente mais
toxicos [GRAEME e POLLACK, 1998].

Um composto de metal pesado que possui grande influéncia na
contamina¢do ambiental é o cloreto de mercurio (HgCl,), o qual tem sido usado
na agricultura como fungicida, na medicina como anti-séptico tépico e
desinfetante e na quimica como um intermediario na producdo de outros
compostos de mercurio [ALDEN et al, 1993]. Essa variacdo do mercurio
inorganico tem efeitos toxicos sobre o sistema imune, rins, pulmdes, sistema
nervoso e trato gastrointestinal e seus danos sao graves, e em grande parte
dos casos, permanentes. O mercurio € um irritante de pele e do trato
gastrointestinal e possui uma rapida absorcao através desses. A absorcdo do
vapor de mercurio se da principalmente pelos pulmdes, através da inalacéo e
retencdo pulmonar [GRAEME e POLLACK, 1998; JIN et al, 2002].

As principais fontes de exposicdo ao mercurio na forma de vapor sao
decorrentes da producdo e reparo de termdmetros, barébmetros, reldgios,
transformadores, baterias, lampadas fluorescentes, e preparacdo e instalacédo
do amalgama dentario, na extracdo da prata e do ouro, entre outros.
Compostos organicos e inorganicos sao usados como pesticidas e embora o
uso mercurial tenha declinado na medicina, muitos compostos sado usados

como desinfetantes e derivados de metoxipropilmercurio como diurético na



farmacologia de diversos paises. Fenilmercario € usado como contraceptivo
vaginal em algumas regifes e 0 mercurio amoniado € o ingrediente ativo de
cremes para clareamento de pele [MAGOS, 1997].

Quando absorvido pelo ser humano, o cloreto de mercurio se acumula nos
tecidos biologicos e pode interferir em varios processos bioldgicos, incluindo
respostas imunolégicas como a alteracdo da funcdo das células T,
evidenciadas pelas diminuicdes das células T mitogénicas e pelos leucocitos
[DIETER et al, 1983; BRUNET et al, 1993].

Um estudo realizado pela U.S Departament of Health and Human
Services [ALDEN et al, 1993] relata as possiveis mudancas que podem
ocorrer devido a algumas atividades microbianas que sdo capazes de converter
mercurio inorganico em metil mercurio organico, mercario organico em
inorganico, ou ainda, em condi¢cdes apropriadas, formar mercurio metalico.
Zavariz e Glina (1993) verificaram a intoxicagdo por mercurio metalico em
trabalhadores de uma industria de lampadas elétricas localizada na cidade de
Sédo Paulo. Em mais de 1 ano de pesquisa, através de fichas de anamneses e
diversos exames laboratoriais como: fezes, urina, uréia e creatinina,
hemograma, além de exame de audiometria tonal e avaliagdes psicoldgicas,
concluiram que 84,62% dos trabalhadores tinham algum grau de intoxicacao.
Os autores relataram sobre a gravidade do problema em virtude da natureza da
doenca, que acomete areas nobres do organismo e da ineficacia dos
tratamentos diante da contaminagao.

As pesquisas sobre a influéncia da contaminag¢do por metais pesados
em tecidos biolégicos se destacaram quando se buscou compreender melhor
as modificagdes organicas em humanos, principalmente em tecido nervoso
central, cardiaco, gastrointestinal, hepatico e renal. A medida que o mercurio
passa para 0 sangue, se liga a proteinas do plasma e eritrécitos, distribuindo-
se pelos tecidos e concentrando-se nos rins, figado e sangue, medula éssea,
parede intestinal, parte superior do aparelho respiratorio, mucosa bucal,
glandulas salivares, cérebro, ossos e pulmdes. [FARRIS et al, 1993; GRIEM et
al, 1997; GRAEME e POLLACK, 1998]. O mercurio € um toxico celular geral,

que provoca desintegracdo de tecidos com formagdo de proteinas mercuriais



soluveis e por bloqueio dos grupamentos sulfidricos (SH), o que provoca
inibicdo de sistemas enzimaticos, como das metaloproteinases, fundamentais a
oxidacao celular [GRAEME e POLLACK, 1998; KARIMI et al, 2002; DAY, RIID
e NEWLAND, 2005; ROTHSCHILD e DUFFY, 2005].

Na literatura ha relatos da influéncia de metais pesados como o mercurio
e seus derivados (por exemplo, HgCl,) sobre alteragcbes do tecido ésseo,
capazes de prejudicar o funcionamento das células [DIETER, 1983; ALDEN,
1993; GRIEM, 1997; ATKINSON et al, 2001; SANTOS et al, 2003; SUZUKI et
al, 2004; DAY, RIID e NEWLAND, 2005; BRODKIN et al, 2007]. No tecido
0sseo sabe-se que o mercurio muda o ritmo de formacdo Ossea, o qual
depende da concentracéo intracelular de calcio livre. Ja que os metais pesados
competem com o calcio em multiplos sitios de liga¢do, o Hg intracelular reduz o
estoque de calcio, o que afeta canais de juncdo do tipo “gap”
[SCHIRRMACHER et al, 1998].

Suzuki et al (2004) examinaram o efeito dos metais pesados como
mercurio e cadmio sobre a homeostasia do calcio, analisando as
concentracbes de calcio e calcitonina plasmatica em peixe. Os autores
avaliaram também a acdo sobre osteoblastos e osteoclastos através da
mensuracao da atividade das enzimas fosfatase acida resistente ao tartarato
(tartrate-resistent acid phosphatase — TRAP) e fosfatase alcalina (Alkaline
phosphatase — ALP) como respectivos indicadores da atividade de ambos os
tipos celulares. Os resultados mostraram que 0 mercurio agiu diretamente
sobre o tecido 6sseo, influenciando a homeostasia do célcio e a atividade
osteoclastica em curto tempo de exposi¢do, porém, a longo prazo, inibiu a
atividade osteoblastica.

Estudos como os de Dieter et al, (1983); Shimarrcher et al, (1998); Jin et
al, (2002), indicam que o tecido 6sseo pode sofrer alteracdes de sua estrutura
e composi¢cdo quando em contato com o cloreto de mercurio. Entre essas
alteracdes podemos citar as mudancas dos niveis do teor de célcio. Toimela,
Salminen e Tahti (2001) também afirmam que o mercurio altera o contetudo de
calcio, o que pode levar a varias conseqiéncias celulares, como por exemplo,

diminuicdo da densidade Ossea. Este efeito pode ser observado no estudo de
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Jin et al (2002), onde a aplicacdo do anticorpo anti-metalotioneina juntamente
com cloreto de mercurio em ratos, apresentou significativa reducdo da
densidade mineral 6ssea.

Muitos autores estudaram alteracfes do tecido 6sseo em ratos durante
seu desenvolvimento, demonstrando que o desenvolvimento 6sseo nesses
animais possui as mesmas caracteristicas fisioldgicas dos humanos. Isso,
portanto, justifica o estudo experimental em ratos para avaliacdo da
contaminacgao por metais pesados, nesse caso, o cloreto de mercurio [BERG e
HARMISSON, 1957; KALU, 1989; FROST e JEE 1992; THOMPSON et al,
1995].

Pouco se sabe sobre envolvimento do HgCl, sobre as alteracbes do
metabolismo mineral 6sseo. Desta forma, devido a caréncia de dados e a partir
do conhecimento da alta gravidade da sua contaminacdo em virtude do
acometimento dos 6rgaos alvos, e o efeito sobre o metabolismo mineral 6sseo,
torna-se importante investigar os parametros 6sseos influenciados pelo seu
efeito nesse tecido. Dessa forma, propde-se uma analise ndo soO fisica e
mecanica dos 0ssos, como também uma avaliacdo fisiologica do
comportamento das metaloproteinases frente a contaminacao por cloreto de

mercurio.
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2. OBJETIVOS

Geral:

O objetivo desse estudo foi avaliar as possiveis alteracbes 6sseas em
ratos adultos (de 3 a 12 meses de idade, contaminados com HgCl, durante o

periodo de grande desenvolvimento (1 a 3 meses).

Especificos:

» Verificar os efeitos da contaminacdo do cloreto de mercurio sobre o
desenvolvimento do tecido 0sseo de ratos, através das andlises das
propriedades biométricas, bioquimicas, biofisicas e biomecéanicas de
fémures e vértebras de ratos;

» Verificar as concentracfes das metaloproteinases no tecido 6sseo

contaminado por cloreto de mercurio através da zimografia.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados 96 ratos Wistar intactos, com um més de idade,
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Sao Carlos -
UFSCar, mantidos no laboratorio de Neuroendocrinologia do Departamento de
Ciéncias Fisiologicas da UFSCar. Foi mantida condic&o de temperatura de 25 +
2 °C, com regime de luz de 10 horas claro e 14 horas escuro.

A alimentacao foi com racdo comercial Labina® (uma dieta com ragéao
padrao para ratos fornecida pela Purina, Brasil) e agua a vontade. Os animais
foram divididos em grupos experimentais e controles, e mantidos em gaiolas

diferentes devido a contaminagéo toxica.
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3.2 Grupos Experimentais

Para a realizacao deste estudo os ratos foram divididos em 4 grupos:
Tratados com HgCl,

Grupo 1: 2 meses de tratamento = 3meses — sacrificio (Grupo 3HQ);
Grupo 2: 2 meses de tratamento + 3 meses — sacrificio (Grupo 6HQ);
Grupo 3: 2 meses de tratamento + 6 meses — sacrificio (Grupo 9HQ);

Grupo 4: 2 meses de tratamento + 9 meses — sacrificio (Grupo 12Hg).

O grupo controle seguiu a mesma estrutura do seu respectivo grupo tratado

com HgCl, .

Grupo 1: 2 meses de tratamento = 3meses — sacrificio (Grupo 3S);
Grupo 2: 2 meses de tratamento + 3 meses — sacrificio (Grupo 6S);
Grupo 3: 2 meses de tratamento + 6 meses — sacrificio (Grupo 9S);

Grupo 4: 2 meses de tratamento + 9 meses — sacrificio (Grupo 12S).

3.3 Protocolo de Tratamento

A administragdo do cloreto de mercurio e salina foi realizada durante 5
dias/semana por um periodo de 60 dias utilizando o método de gavagem
gastrica (Figura 1).

A dose diaria foi de 5 mg/Kg de Massa corporal (MC) de HgCl, e de
0,1ml/100g de Massa corporal (MC) de salina [ALDEN et al, 1993; ZALUPS,
2000].
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Figura 1: foto ilustrativa da administrac@o de drogas pelo método de gavagem géstrica

3.4 Eutanasia

Os animais foram decapitados, o sangue coletado do tronco e foi
realizada dissecagéo femural e tibial bilateral e da coluna vertebral para coleta
do material 6sseo. Esse material foi mantido em uma solucédo de salina 0,9% a
-20°C.

3.5 Anélise dos dados

3.6 Propriedades Biométricas

Massa corporal

Durante os 60 dias de tratamento, a massa corporal dos animais foram
coletadas trés vezes por semana com objetivo de preparar a solugcédo a ser
injetada de acordo com o peso dos animais e acompanhamento do

desenvolvimento.

Comprimento do fémur direito

As medidas foram realizadas com ajuda de um paquimetro (preciséao
de 0,05 mm) tomando como referéncia o céndilo distal e a saliéncia 6ssea mais
proximal do trocanter maior.

Diametros das diafises femorais
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Os diametros maiores e menores foram medidos na diafise tomando
como medida a base do terceiro trocanter. O diametro maior foi realizado na

posicao latero-lateral e 0 menor, a antero-posterior.

Altura dos corpos vertebrais
Nas quintas vértebras lombares (L5) foram feitas medidas da altura

maxima dos corpos vertebrais.

3.7 Propriedades Biomecanicas

Os parametros utilizados para avaliar as propriedades mecanicas dos
fémures e das vértebras foram: forca maxima (N), rigidez (N/mm) e resiliéncia
(J). Estes parametros foram obtidos através de ensaios mecanicos de flexdo a
trés pontos (nos fémures) e de compressao (nas vértebras), realizados em uma
maquina universal Instron, modelo 4444 (Figura 2), em temperatura ambiente
[PENG et al., 1994].

Doze horas antes do ensaio biomecanico, 0s o0ssos foram
descongelados a temperatura ambiente e mantidos em solucao salina até o
momento da analise biomecanica. Os valores obtidos das cargas aplicadas e
das deformacgBes foram registrados pelo software Instron Series IX e a partir
destes foram confeccionados os graficos carga vs deformacéo (figura 3) onde
foram obtidas as principais propriedades biomecéanicas dos 0ssos, como a

carga maxima, rigidez e resiliéncia.
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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 rato. A: painel de
controle; B: haste cilindrica para a aplicacdo de carga (forca); C: osso; D:
suporte; E: célula de carga ligada a ponte de extensiometria.
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3.7.1 Ensaio mecanico de flexdo a trés pontos

As extremidades (regides metafisarias) dos ossos focaram apoiadas em
dois roletes com diametro de 3 mm, distanciados em 21,70 mm e a carga
aplicada na regido central de cada osso (figura2). No inicio do teste foi aplicada
um pré-carga de 10N por uma haste cilindrica com um rolete de 3 mm na
extremidade, no sentido postero-anterior e perpendicular ao eixo longitudinal
para estabilizar o fémur. O tempo de acomodacéao foi de um minuto para todos
0S grupos e apos a estabilizacdo e a acomodacéo, foi aplicada uma forca no
mesmo sentido, com velocidade constante de 0,5 cm/min até o momento da
fratura.

Com resultado da forca aplicada ao fémur, obteve-se um grafico forca-
deformacéo pelo software Instron Series IX (figura 3). Através desta curva

obtiveram-se as principais propriedades biomecanicas:

Forga maxima (N)

E a maior forca suportada pelo osso durante o teste.

Rigidez (J)

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

Trata-se da capacidade dos materiais de absorverem energia na fase elastica.
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Elastico

Forga (N)

A = Resiliéncia

B = Forga Maxima

C = Rigidez

D = Forcga De ruptura

Deformacao {(mm)

Figura 3. Representacéo grafica da curva forga-deformacéo obtida com o teste
de flexdo a trés pontos dos fémures e compressao das vértebras de ratos.

3.7.2 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¢ca-deformacédo para 0S ensaios e 0S

parametros relacionados como carga maxima, rigidez e resiliéncia.
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3.8 Propriedades Fisicas

AplOs o0s testes biomecéanicos os ossos foram mantidos em &agua
destilada e colocados em dessecador durante 24 horas com a finalidade de
retirar o ar dos poros ésseos. Em seguida foram feitos os pesos imersos (Pi) e
umidos (Pu), para determinar o volume 6sseo segundo o principio de

Arquimedes.

Volume Osseo = -4~ (cm?)
o,

A seguir os ossos foram colocados em uma estufa a 100° C durante 24
horas. Em seguida, foi realizado o peso seco (Ps) e colocados em uma mufla a
800°C durante 24 horas para obtencéo do peso das cinzas (Pm).

Em seguida os ossos foram colocados em uma mufla a 800°C durante
24 horas para obtencéo das cinzas (Pm). As mensuracdes foram realizadas
utilizando uma balanca eletrénica (marca Chyo).

Propriedades fisicas avaliadas:

e Volume 0sseo

e Densidade 6ssea

e Densidade mineral

e Percentual 6sseo de agua, de material organico e mineral

O volume 6sseo foi obtido através do principio de Arquimedes [KEENAN

et al. 1997] e as demais propriedades calculadas pelas formulas a seguir:

Volume Osseo = "4~ (cm?)
o,

Densidade Ossea = L(y 3)
VolumeOsseo \/ €M
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Densidade Mineral = P—m(y 3)
VolumeOsseo \/ €M

100x(Pu — Ps)

Percentual Osseo de Agua = 5
u

100x(Ps — Pm)

Percentual Material Orgénico = 5
u

100xPm
Pu

Percentual Material Mineral =

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

p = densidade da 4gua

3.9 Determinacédo da atividade de MMPs por zimografia

Os procedimentos para determinacdo da atividade MMP-2 do o0sso
foram realizados segundo protocolo estabelecido por Marquet et al. (2008) e
adaptados para esse estudo. Ap0s a retirada da tibia, foi realizada uma limpeza
e a remocgao de qualquer tipo de tecido periférico, como células musculares e
demais membranas visiveis e o terco proximal da tibia foi macerado em
nitrogénio liquido. As amostras, ou 0 0sso macerado, foram homogeneizadas e
incubadas em 0,2 ml de tampao de extracdo [10 mM de acido cacodilico (pH
5,0), 0,15 M NaNO3 e 0,01% de Triton X-100] a 4 °C por um periodo de 24
horas. Apos este tempo o tampao de extracdo foi coletado por centrifugacao
(10 minutos, 4°C em 13000 rpm) e o pH foi elevado a 7,4 pela adicado de 4 pl

de solugcéo de NaOH 0,5 M. As amostras foram concentradas de maneira que
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cada poco do gel de zimografia tinha 20 pug de proteina e 10 pl de tampé&o de
amostra sem B-mercapto (agente redutor), totalizando 30 ul de solucdo por
poco. As amostras foram resolvidas por eletroforese em gel de policriamida
contendo SDS e gelatina na concentracéo final de 2mg/ml. Apds a corrida, o
gel foi lavado uma vez durante 30 minutos em solugéo 2,5% de Triton X-100
para remocdo do SDS. O gel foi incubado no tampéo de substrato (Tris-HCI
50mM pH 8,0, CaCl, mM e NaN3 0,02%), a 37°C, durante 20 horas. Apés este
tempo, os géis foram corados com Coomassie Blue Brilliant R-250 por 1 h e 30
minutos, descorado com &cido acético: metanol: dgua (1:4:5) para visualizacdo
das areas de atividade. Nas amostras detectamos ambas as formas pro e ativa
da MMP-2 porém aqui demonstradas somente na forma ativa. Os géis foram
fotografados com uma camera Canon G6 Power Shot 7.1 mega pixels (Virginia,
USA). As médias de intensidade de banda foram mensuradas por meio do
software Gene Tools® (Philimath, OR, USA). Foi utilizado o software “Kodak
Digital Science 1D” para fotografar o gel e visualizar a atividade proteolitica das

bandas.

3.10 Analise dos resultados

Primeiramente foi feito o Teste de normalidade Shapiro-Wilk.

Foi realizado o teste de variangca Two-way analysis (ANOVA) (para

tempo e tratamento).

Teste Tukey foi aplicado para mdultiplas comparagfes utilizando o

programa Graphpad Instat (version 3.00 - dezembro de 1997).
Todos valores foram expressos como média + erro padréo da media

O nivel de significancia adotado foi de p < 0,05.
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Normas Técnicas referentes a elaboracao deste trabalho

A estrutura geral deste trabalho, bem como as referéncias bibliograficas
e citagbes, seguem a NBR 6024 e 14724 de dezembro de 2005, de autoria da
Associacédo Brasileira de Normas Técnicas — ABNT.
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4 - Resultados

Massa Corporal

A Tabela 1 apresenta os valores da massa corporal (MC) inicial e final
dos animais analisados durante o tratamento. Os valores de MC inicial ndo se
mostraram diferentes quando comparados 0s grupos intoxicados com seus
respectivos controles. A MC final dos animais controles aumentou
gradualmente com a idade, e o0 Unico grupo que apresentou diferenca na MC
final em relagcdo ao seu grupo controle foi o grupo 12M. Verifica-se que 0s
grupos experimentais tiveram a mesma condi¢do inicial e que 0s animais

ganharam peso de maneira semelhante durante todo o experimento.

Tabela 1: Massa corporal (MC) inicial e final dos animais dos diferentes grupos
experimentais. Valores expressos em média + EPM.

Grupo

3 meses 6 meses 9 meses 12 meses
MC inicial (g)
Salina 65,7 £ 1,56 67,0+1,54 65,9 +1,52 68,3+ 1,04
Mercario 66,17 £ 1,21 68,5+ 1,32 65,5+1,92 67,1+1,57
MC final (g)
Salina 298,8 + 1,30 416,3+10,43° 4283+6,47°  464,5+951

3,6,9

MercUrio 304,6 + 2,69 4145+7,24°  4485+11,73° 5375

+17,71¢369

p < 0,05 para: (3) - em relacéo ao grupo 3 meses; (6) - em relacdo ao grupo 6 meses, (9) - em
relacdo ao grupo 9 meses, (c) - em relagdo ao seu respectivo controle. (n=12)
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Anélise do fémur direito

Propriedades biométricas

O comprimento, diametro maior (d >) e menor (@ <) dos fémures dos
ratos dos grupos experimentais estdo expressos na Tabela 2. Entre os grupos
com mesma idade, o comprimento, assim como os diametros dos fémures, ndo
mostrou diferencas quando comparados com seus respectivos controles. O
comprimento dos fémures dos animais aumentou gradualmente com a idade
tanto nos grupos controles quanto nos intoxicados (6m, 9m e 12m foram
maiores que o grupo 3m). No entanto, a intoxicagdo com cloreto de mercurio
(HgCl,) estimulou o crescimento dos fémures, uma vez que 0O Seus
comprimentos foram maiores no grupo 9m em relacdo ao grupo 6m. Observa-
se no grupo mercurio uma estabilizacédo para os valores do @ > ao longo do 12

meses de tratamento.

Tabela 2 — Comprimento e diametros maior e menor dos fémures dos animais
dos diferentes grupos experimentais. Valores expressos em média + EPM.

Grupo
3 meses 6 meses 9 meses 12 meses

Comprimento (mm)
Salina 33,7+ 0,30 39,6 +0,28° 40,6 +0,32° 41,4+ 0,27 3°
Mercurio 34,3+0,28 39,4 +0,30° 41,2+0,30%*%®  42,0+0,40°°

@ > (mm)
Salina 3,8+ 0,06 4,3+0,05° 4,6 + 0,06 *° 4,6 +0,06 *°
Mercurio 3,9+0,05 4,4+0,07° 4,5+0,06° 4,6+0,08°

@ < (mm)
Salina 2,8+0,10 3,2+0,20° 3,2+0,05° 3,3+0,05°
Mercurio 2,8+ 0,03 3,2+0,19° 3,3+0,06° 3,5+ 0,06 *°
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p < 0,05 para: (3) - em relacdo ao grupo 3 meses; (6) - em relacdo ao grupo 6 meses, (9) - em
relacdo ao grupo 9 meses, (c) - em relagdo ao seu respectivo controle. (n=12)
Parametros biofisicos

As propriedades fisicas Osseas dos fémures dos animais foram
analisadas de forma direta através do principio de Arquimedes, que consiste
em um método simples e de facil execucdo [Trebacz, 2001]. A Tabela 3
apresenta os valores dos parametros fisicos dos fémures dos animais de todos
0S grupos experimentais. Demonstra que houve diferenca entre as medidas de
volume ésseo entre os grupos controle (salina) de 6 e 9 meses em relacdo ao
de 3 meses, e entre 0 de 12 meses em relagéo aos grupos de 3, 6 e 9 meses.
O volume 0sseo nos grupos experimentais (mercurio) foram diferentes
comparando-se o grupo de 6 com o de 3 meses, o0 de 9 com os de 3 e 6 meses
e 0 de 12 com os de 3,6 e 9 meses, demonstrando ter havido diferenca entre

0s grupos de todas as idades.

Analisando a densidade 6ssea, pudemos verificar que houve diferenca
entre suas medidas para o grupo salina de 6 meses em relacdo ao de 3 meses,
para o grupo de 9 meses em relacdo aos de 3 e 6 meses e para o grupo de 12
meses a diferenca foi apenas com relagdo ao de 6 meses. Ja no grupo
mercurio essa diferenca se deu entre os grupos de 6 meses em relacdo ao de
3 e nos grupos de 9 e 12 meses em relacdo ao de 6 meses apenas. A
densidade mineral nos grupos controle foi maior no grupo de 6 meses em
relacdo ao de 3, no de 9 meses em relagcdo aos grupos de 3 e 6 meses e no
grupo de 12 meses apenas em relacdo ao grupo de 3 meses. No grupo
mercurio a relacdo foi a mesma do grupo salina, com excec¢do de que 0 grupo
de 12 meses teve a densidade mineral maior tanto em relagdo ao grupo de 3

quanto ao grupo de 9 meses.

O percentual de agua no tecido 6sseo foi maior nos grupos de 6, 9 e 12
meses em relacdo ao de 3 meses, tanto no grupo salina quanto no mercurio. A
Unica diferenca se deu no grupo salina de 9 meses, cujo valor também foi

maior em relacdo ao grupo de 6 meses e ndo somente ao de 3.

O percentual de material organico teve relacdo bem parecida nos grupos

experimental e controle. Em ambos o percentual organico foi maior no grupo de
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6 meses em relacédo ao de 3 e no grupo de 9 meses em relacéo aos de 3 e 6
meses. A diferenca se deu nos grupos de 12 meses, onde o grupo salina dessa
idade foi maior que o grupo de 3 meses, e 0 grupo mercurio da mesma idade
foi maior que os grupos de 3 e 6 meses. A Unica diferenga entre 0s grupos
salina e mercurio para percentual de material mineral foi nos grupos de 12
meses. O percentual de material mineral nos grupos de 6 e 9 meses foi maior
do que o de 3 meses tanto para controle quanto para experimental. O valor no
grupo salina de 12 meses foi maior que os de 3 e 9 meses, e no mercurio essa

relacédo se deu entre os grupos de 3 e 6 meses.

J& a comparagdo entre 0S grupos experimentais e seus respectivos
controles de mesma idade, ndo apresentou diferenca estatistica em nenhum

dos parametros analisados.

Tabela 3 - Parametros fisicos do volume 6sseo, densidade 0ssea e percentual
(%) de &gua dos fémures dos animais dos grupos experimentais. Valores
expressos em média + EPM.

3 meses 6 meses 9 meses 12 meses
Volume Osseo (cm?)
Salina 0,43 + 0,01 0,65+ 0,01° 0,70+0,01° 0,78 +0,01 *°°
Mercurio 0,46 + 0,01 0,63+0,01° 0,74+0,02%*® 0,82 +0,02 *°%°

Densidade Ossea (g/mm?)
Salina 157+0,01 1,6591+0,01° 1,53+0,01°%° 1,56 + 0,06 °

Mercurio 157+001 1,6726+0,01° 155+0,01° 1,58 +0,01°

Densidade mineral (g/mmS)
Salina 0,55 + 0,01 0,70+ 0,02 ° 0,62 + 0,01 *° 0,67 +0,01°

Mercurio 0,55 + 0,01 0,71+ 0,01° 0,66 + 0,01 *° 0,70 + 0,01 **°

Porcentual 6sseo de agua (%)
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Salina 47,74+0,31 38,04+1,06° 40,38+0,23>° 38,16+0,49°

Mercurio 47,84+051 37,69+0,49° 38,33+0,34° 36,76 + 0,48 °

Porcentual material organico

(%)

Salina 17,14+0,16 19,96+0,47° 18,67+0,19°%°® 1922+0,17°

MercUrio 16,99+0,17 20,06+0,22° 19,04+0,09°%*® 19,27 +0,18°°

Porcentual material mineral (%)

Salina 35,12+0,28 42,00+0,66° 40,95+0,32%  42,62+0,40°°

Mercurio 35,17+0,39 42,25+0,33° 42,63+0,30%° 43,97+0,443°

p < 0,05 para: (3) - em relacao ao grupo 3 meses; (6) - em relacéo ao grupo 6 meses, (9) - em
relacdo ao grupo 9 meses, (c) - em relagéo ao seu respectivo controle. (n=12)

Parametros biomecanicos

A TABELA 4 mostra os valores de forca maxima (Max), rigidez e
resiliéncia obtidas através do teste de flexao a trés pontos dos fémures direito
dos animais controle e contaminado com cloreto mercurio. Em relacdo aos
grupos de mesma idade, comparando-se as propriedades biomecéanicas dos
dois grupos (controle e contaminado) , parametros forca maxima, rigidez e
resiliéncia ndo apresentaram diferencas. No entanto, observando o
comportamento desses parametros ao longo dos 12 meses de tratamento,
vemos que houve aumento dos valores dos parametros biomecéanicos de
acordo com o crescimento dos animais e desenvolvimento dos 0ssos. Os
parametros analisados foram maior nos grupos de 6, 9 e 12 meses em relacao
ao de 3 meses, tanto no grupo salina quanto no mercurio. Em ambos os
grupos, todos os parametros foram maior no grupo de 12 meses em relacao ao

de 6 e 9 meses.
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Tabela 4 — Parametros biomecanicos dos fémures dos animais dos grupos
experimentais obtidos com o teste de flexdo de pontos. Valores expressos em

média + EPM.
3 meses 6 meses 9 meses 12 meses

Forca Max (kN)

Salina 69,79 + 2,59 135,82 + 3,333 132,70 + 3,86 ° 162,57 + 4,76 *®°
MercUrio 75,38 £ 2,35 137,09 + 4,113 148,33 + 6,60 ° 174,83 + 7,05 *®°
Rigidez (N/cm)

Salina 138,48 + 7,12 313,26 +8,67° 306,98 +9,39° 375,34 + 10,99 *%°
Mercurio 157,01 + 5,42 308,08 + 10,26 ° 34598 +16,34°% 412,57 + 12,48 *°°

Resiliéncia (J)

Salina 0,0324 + 0,001 0,0582 + 0,003° 0,0558+0,002° 0,0773 + 0,004%°%°

Mercurio 0,0357 + 0,003 0,0611 + 0,002°  0,0657 + 0,002°  0,0863 + 0,005>%°

p < 0,05 para: (3) - em relacdo ao grupo 3 meses; (6) - em relacdo ao grupo 6 meses, (9) - em
relacdo ao grupo 9 meses, (c) - em relag@o ao seu respectivo controle. (n=12)

Anélise da Tibia direita

Atividade das MMP-2

As bandas encontradas em todos os grupos foram de 62-72kDa. Embora
as amostras apresentassem outras bandas de atividade da MMP-2, nesse
estudo, foi enfatizada a banda ativa [BIRKEDAL-HANSEN H, 1995].

O Gréfico 1 mostra as diferengcas entre 0s grupos controle e
experimental na analise de MMP-2 no extrato do osso da tibia direita. Ja de
inicio, houve maior atividade das MMP-2 no grupo mercurio em relacdo ao
salina de mesma idade. O grupo mercurio de 3 meses obteve maior atividade

do que seu controle e menor em relagéo ao grupo de 3 meses e o grupo salina
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de 6 meses obteve diferenca (menor atividade das MMP-2) em relagdo ao
salina de 6 meses .

Os grupos salina e mercurio de 9 e 12 meses foram diferentes (menor
atividade) dos grupos de 3 e 6 meses.Observou-se que a medida que a idade
dos ratos foi aumentando, a atividade das MMP-2 foi diminuindo, tanto no

grupo salina quanto no grupo mercurio.

Figura 4
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Figura 4: Andlise da atividade da MMP-2 no extrato do osso da Tibia direito obtida por meio de
zimografia e expressa em unidades arbitrarias. A: Gel de gelatina 1%-SDS-PAGE. Cada banda
representa um pool de amostra (n=7). B: Os valores foram expressos por média + erro padrdo
da média (SEM), p < 0,05. Grupos 3, 6, 9 e 12 meses Salina ( 3S, 6S, 9S e 12S
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respectivamente) e grupos 3, 6, 9 e 12 Mercurio (3Hg, 6Hg , 9Hg e 12Hg respectivamente). (3)
- em relacdo ao grupo 3 meses; (6) - em relacéo ao grupo 6 meses, (9) - em relacdo ao grupo 9
meses, (c) - em relacdo ao seu respectivo controle. (n=7)

Andlise das vértebras (L5)

Propriedades biométricas e biomecéanicas

Pudemos verificar através da Tabela 5 que a altura das vértebras foi
maior nos grupos de 6,9 e 12 meses em relagdo ao de 3 meses, tanto para
salina quanto para mercurio. O grupo 12 meses controle também apresentou

uma diferenca em relacdo ao grupo 6 meses.

A forca méxima das vértebras dos animais controle aumentou
gradualmente com a idade (6m, 9m e 12m foram maiores que o grupo 3m). O
grupo 12 meses controle também foi maior em relacdo ao 6 meses. Os animais
tratados com mercurio também apresentaram diferencas onde o 6 meses foi
maior em relacdo ao grupo 3 e 9 meses e nos grupos 9 e 12 meses em relacao

ao grupo 3 meses.

Tabela 5 — Altura maxima obtida através de medicdo com paquimetro e
deslocamento méximo obtido no teste de compresséao das vértebras (L5) dos
animais dos diferentes grupos experimentais. Valores expressos em média +
EPM.

3 meses 6 meses 9 meses 12 meses
Altura max (mm)
Salina 5,19 + 0,11 6,83 +0,14° 7,17+0,12° 7,35+0,12 *°
Mercurio 5,58 + 0,18 7,04+0,14° 7,23+0,12° 7,56 +0,10°
Forca Max (kN)
Salina 79,71 + 3,39 142,67 +541°% 156,73+8,86° 170,24 + 1,66°

Mercurio 62,14 + 4,25 167,56 +8,86°° 152,13+6,45° 160,99 + 5,55 °
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p < 0,05 para: (3) - em relacdo ao grupo 3 meses; (6) - em relacdo ao grupo 6 meses, (9) - em
relacdo ao grupo 9 meses, (c) - em relagdo ao seu respectivo controle. (n=7 a 12)

Parametros biofisicos

A tabela 6 mostra que o volume 0sseo das vértebras foi maior nos
grupos de 6,9 e 12 meses em relacdo ao de 3 meses, tanto para salina quanto
para mercurio. Em ambos os grupos, na idade de 12 meses a diferenca se deu

também em relacdo ao grupo de 6 meses.

A densidade Ossea so foi diferente no grupo mercurio de 6 meses em
relacdo ao de 3 meses. Nas demais idades ndo houve diferenca significante. Ja
a densidade mineral foi diferente nos grupos salina e mercurio de 12 meses em
relacdo aos seus respectivos 3 meses e no mercurio de 6 meses também em

relacdo ao de 3.

Na analise do percentual é6sseo de &gua verificou-se diferenca
significante no grupo salina de 9 meses em relacdo ao de 3 meses e no

mercurio de 12 meses também em relacdo ao de 3.

O percentual de material organico foi maior nos grupos salina e mercurio
de 9 meses em relacdo aos respectivos grupos de 3 meses. O grupo salina de
12 meses teve percentual de material organico maior que o de 9 meses e para
0 mercurio a relacdo se deu entre o grupo de 12 meses com os de 3 e 6
meses. O grupo mercurio de 6 meses também apresentou diferenga, sendo

maior que o grupo de 3 meses.

O dnico grupo que apresentou diferenca no percentual de material
mineral foi o mercurio de 12 meses, o qual foi maior do que os grupos de 3 e 6

meses.

Os grupos nao citados representam a auséncia de diferenca estatistica

em suas compara(;(”)es.
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Tabela 6 - Parametros fisicos das veértebras (L5) dos animais dos grupos

experimentais. Valores expressos em média + EPM.

3 meses

6 meses

9 meses

12 meses

Volume Osseo (cm?)
Salina 0,0409 = 0,002

Mercurio 0,0470 + 0,003

0,0738 + 0,003 *

0,0809 + 0,003 *

0,0765 + 0,002 *

0,0840 + 0,002 *

0,0880 + 0,003 **°

0,0957 + 0,003 **°

Densidade Ossea (g/mm®)

Salina 1,3626 = 0,002

Mercurio 1,3331 £ 0,014

1,3982 + 0,011

1,4039 + 0,010 3

1,3764 + 0,012

1,3687 + 0,016

1,4097 £ 0,012

1,3847 £ 0,015

Densidade mineral (g/mms)

Salina 0,4516 = 0,005

Mercurio 0,4210 + 0,012

0,4700 + 0,008

0,4758 + 0,010 3

0,4778 + 0,009

0,4626 + 0,019

0,5030 + 0,013 °

0,5111 + 0,012 °

Porcentual dsseo de agua (%)
Salina 49,2783 + 0,990

Mercurio 1,5505 + 1,145

47,5662 + 0,537

45,5160 + 0,738°

44,8299 + 0,668°

47,6190 + 1,444

46,5154 + 1,145

44,2807 + 1,036 °

Porcentual material organico (%)

Salina 17,540 + 0,363

Mercurio 16,8335 + 0,528

18,8410 + 0,367

20,6152 + 0,451°

20,4781 + 0,174°

18,6403 + 0,375°

17,8526 + 0,761 °

18,8349 + 0,376°°

Porcentual material mineral (%)
Salina 33,1817 + 0,945

Mercurio 31,6160 + 0,980

33,5929 + 0,403

33,8688 + 0,582

60,4233 + 2,400

64,3666 + 0,367

66,7083 + 1,077

66,1990 + 0,226%°

p < 0,05 para: (3) - em relacdo ao grupo 3 meses; (6) - em relacdo ao grupo 6 meses, (9) - em

relacdo ao grupo 9 meses, (c) - em relagdo ao seu respectivo controle. (n=7 a 12)
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5 — Discussao

A proposta desse pesquisa foi analisar as possiveis alteracdes
promovidas pela contaminacédo com cloreto de mercurio (HgCl,) durante a fase
de desenvolvimentos dos animais. Analisou-se alguns possiveis efeitos
provocados pelo HgCl, em tecido 6sseo de ratos em desenvolvimento. A
modalidade de administracéo utilizada foi a gavagem gastrica, pois proporciona
uma oferta exata da massa desejada. O modelo de contaminacdo escolhido
promoveu facil adaptacdo dos animais ao sistema, ndo apresentando
diminuicao significativa de massa corporea nem alteragcdes comportamentais.

Todas as formas de mercurio sdo toxicas para todas as espécies. No
entanto o efeito adverso do mercuario no sistema biolégico depende da sua
forma, tempo e duracdo da exposi¢cao. A forma como o mercurio se apresenta
€ modificada no meio ambiente e podem serem absorvidas por diferentes vias
pelo nosso organismo como ingestao, inalacdo, injecdo e através da pele. Foi
demonstrado que o mercurio tem a capacidade de acumular no tecido 6sseo
guando administrado na forma de cloreto mercuroso (Hg.Cl,) (1.25mg/kg MC)
durante 60 dias, 5 dias/semana pelo método de gavagem géstrica [D’Avila et
al, 2007]. Em nosso trabalho ndo analisamos a presenca deste metal no 0sso.
Porém Ferreira et al (2008) utilizando o mesmo protocolo experimental e dose
diaria de 2,5 mg/kg de MC de HgCl,, detectaram a presenca mercurio no tecido
0sseo de ratos. Um estudo realizado por Rothschild & Duffy (2005) verificou o
acumulo de mercurio (organico e inorganico) em maiores propor¢des no tecido
0sseo quando comparado a tecidos muscular e nervoso central de aves
migratérias. Porém ndo se sabe a forma, o tempo de exposi¢do e a via de
contaminagdo do mercurio nesses animais. Entretanto, o seu efeito sobre o
tecido 6sseo nao esta completamente compreendido o que necessita de

maiores investigacoes.

A dose de 5mg/Kg de MC de cloreto de mercurio (HgCl,) foi escolhida de
acordo com dados da literatura que mostram que esta dose néo influencia a

curva ponderal dos animais [NTPWG, 1993]. Berg e Harmison (1957); Burr,
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Robling e Turner (2002) afirmaram que a homogeneidade da massa corporal
(MC) é importante pelo fato deste aumentar o estresse mecanico sobre 0s
0ssos e contribuir para o ganho de massa 0ssea. No presente estudo, ndo
houve diferenca de massa corporal inicial dos animais de todos 0s grupos
experimentais em relagdo aos seus controles mostrando homogeneidade da
massa corporal dos animais no inicio do tratamento (TABELA 1). A MC final
dos animais controles aumentou gradualmente com a idade, e 0 Unico grupo
gue apresentou diferenca de MC final em relacdo ao seu grupo controle foi o
grupo 12M. Ramalingam e Vimaladevi (2002) mostraram que o tratamento com
HgCl, pode promover diminuicdo da massa corporal. Entretanto o periodo de
contaminacdo e dose foram diferentes das utilizadas em nosso trabalho. Por
outro lado, outros autores como Yonaga et al (1985) ainda afirmam que, como
0 mercurio induziu mudancas sobre a MC, o mercurio afeta o crescimento
corporal. Na literatura existem controvérsias em relacdo ao ganho ou perda de
massa corporal pela contaminagcdo com HgCl,, Em nosso estudo verificamos
mudancas de ganho de MC produzida pela contamina¢do com HgCl, apenas

no grupo 12M.

No presente estudo, as medidas de comprimento, didmetro maior e
menor dos fémures dos animais ndo mostraram diferencas significativas
gquando comparados entre 0s grupos controles e contaminados. Quando
observamos o comprimento do fémur de todos os animais dos grupos
experimentais, podemos observar seu desenvolvimento, visto que, em termos
gerais, 0s parametros dos fémures do grupo 12M sao maiores que 0s demais
grupos. No entanto, nossos resultados divergem com dados da literatura que
mostram que a intoxicagdo com cloreto de mercurio (HgCly) inibiu o
desenvolvimento 6sseo. Porém a contaminac¢ao ocorreu coma dose 2, 4 e 8 mg
HgCl./Kg de MC subcutanea durante 6 dias [YONAGA et al, 1985]. O Hg**
poderia entrar nas células 6sseas por canais ibnicos, devido a similaridade de
tamanho e carga com ions fisiologicos tais como Na* e Ca"™ [MIYAMOTO,
1983].

O teste de flexdo a trés pontos possibilita analisar as principais

propriedades biomecéanicas do tecido 6sseo. Em relagdo aos grupos de mesma
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idade, verifica-se que, ndo houve diferenca significante entre os grupos. Apesar
dos resultados nao significativos, houve tendéncia de aumento da forca
maxima, resiliéncia e rigidez suportada nas amostras do grupo contaminado
em relacdo aos seus respectivos grupos controle. Com excec¢édo do grupo 6M
gue apresentou uma tendéncia de diminuicdo da rigidez. Esse fato pode estar
relacionado a capacidade do mercurio de se ligar a moléculas intracelulares.
Nos ultimos anos, um grande numero de proteinas transportadoras tem sido
empregado no transporte de alguns metais toxicos nas membranas celulares,
tais como o Transportador de Anion Organico 1 (OAT1) e 3 (OAT3) que estéo
implicados no transporte absortivo de mercario organico e inorganico nas
células epiteliais renais, endoteliais e gliais [BALLATORI 2002; ZALUPS e
AHMAD, 2004]. Além disso, o mercurio tem a capacidade de se ligar a
albuminas e sofrer endocitose [ZALUPS, 2000]. Uma vez no interior da célula,
0S metais toxicos como o mercurio, tém a capacidade de se ligar a algumas
substancias e formar um complexo organo-metal mimetizando o efeito de
outras. Uma concepcao de mimetismo molecular e idnico tem sido postulada
como mecanismo pelo qual certos metais toxicos tém a capacidade de entrar
na célula e agir ou servir como analogo estrutural e/ou funcional de outros
endogenos biomoleculares [BRIDGES e ZALUPS, 2004].

Mercario € um agente celular toxico, o qual promove desintegracao
tecidual através da formacdo de proteinas mercurial sollveis e blogueando
sulfato-hidrogénio, promovendo inibicdo de sistemas enzimaticos como das
MMPs, o qual sdo fundamentais para oxidacdo [GRAEME e POLLACK, 1998;
DAY, REED e NEWLAND, 2005; ROTHSCHILD e DUFFY, 2005]. Sabe-se que
as metalopeptidases, enzimas presentes no tecido 6sseo, possuem residuos
de cistina em sua estrutura molecular [MCCAW, EWALD e WERB, 2007]. A
cisteina oxida-se formando cistina, composta por duas cisteinas unidas por
uma ligagdo dissulfureto. Residuos de cisteinas podem também reagir com
fons metais pesados (Pb®*, Hg**, Ag®) devido & alta afinidade que o grupo -SH
tem de ligar-se fortemente com os metais pesados. Esta interacdo pode
deformar ou inativar proteinas, e é um mecanismo que ocorre no
envenenamento com metais pesados [TALLANT, MARRERO e GOMIS-RUTH,
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2010]. Um conjugado molecular incluindo mercurio foi mencionado com
capacidade de mimetizar cistina e cistationeina em seus sitios de ligacdo da
membrana plasmaticas, e outras proteinas. Como a ligacdo pode promover
também a inativacdo da enzima, os autores concluiram que esse mimetismo
pode ser somente estrutural [BRIDGES e ZALUPS, 2004]. Dessa forma, se o
mercurio foi capaz de se conjugar a alguma molécula 6ssea modificando sua
estrutura ou funcionamento, isso poderia ter influenciado as propriedades
biomecanicas do presente estudo, por alterar a reabsorcdo da matriz no
processo de remodelacdo 0ssea tornando o tecido mais resistente de acordo
com as tendéncia de aumento da forgca méaxima, resiliéncia e rigidez suportada
pelas amostras.

As enzimas presentes no tecido 0sseo, chamadas metaloproteinases
(MMPs), contem residuos de cisteina na sua estrutura molecular [VU e WERB,
2000; MCCAW, EWALD e WERB, 2007; STERNLICHT e WERB, 2001].
Nosso resultados mostraram que houve maior atividade das MMP-2 no grupo 3
e 6 meses mercurio em relacdo aos controles salina de mesma idade. Portanto,
se o0 mercurio teve a capacidade de conjugar com alguma molécula 6ssea
poderia alterar sua estrutura ou funcédo, o que poderia ter influenciado a
atividade das MMPs. As MMPs constituem um familia multigénica com mais
23 endopeptidades zinco dependentes na superficie celular que podem
degradar ou processar numerosos substratos em pH neutro [TALLANT,
MARRERO e GOMIS-RUTH, 2010]. Suzuki et al (2004) relataram diminui¢&o
das concentracfes de calcio plasmatico de peixe apos 8 dias de contaminacdo
por metil mercurio, o que pode estar relacionado a forma, dose, tempo de
exposicdo do contaminante e a espécie utilizada. Esses dados podem ser
correlacionados com a hipétese do acometimento renal pelo mercurio, que,
segundo Zalups (2000) o rim € o principal e primeiro 6rgdo contaminado e
acumulador do mercurio inorganico. Esse fato poderia contribuir para a causa
de deficiéncia renal e alteracdo do equilibrio acido-basico. Esse desequilibrio
poderia induzir aumento da excrecdo urinaria de calcio devido a uma
diminuicdo da reabsorcdo renal do calcio induzindo um hiperparatireoidismo

secundario; ou devido ao efeito direto do acido sobre o tecido 6sseo.
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Bushinsky (2001) relatou em trabalho de revisdo de alteracbes em
culturas 6sseas de camundongo promovidas pela diminuicdo do pH durante 3
horas ( modelo de acidose aguda) causando dissolucdo mineral 6ssea. Esses
estudos indicam que o mecanismo pelo o qual ions hidrogénio causam
liberacdo do célcio 6sseo durante curto periodo € devido a alteracdes de
fatores fisicoquimicos que governam a deposicéo e dissolucdo do tecido 0sseo,
e ndo mediado por alteragcbes de atividades celulares relacionadas a
reabsorcdo. Para confirmar essa hipotese cultivou-se disco de apatita
carbonatado sintético em meio fisiologicamente acido livre de células e
verificou-se a liberacdo de calcio em resposta da diminuicdo do pH
[Bushinsky, 2001]. Pode-se sugerir também que o mercurio tenha atingido o
interior das células e se ligado no lugar do foésforo e Ca+. Os dados
encontrados ndo puderam ser confrontados com a literatura em relagdo ao
tecido 6sseo no que se refere aos possiveis locais de ligacdo do mercuario no
interior celular. Entretanto, ao longo do experimento a atividade das MMPs
voltaram ao normal demonstrando que a contaminacdo aguda poderia estar
estimulando a atividade das MMPS, porém voltando ao normal depois com a
possivel eliminagdo do mercurio pelo organismo. Foi observado também que a
medida que a idade dos ratos foi aumentando, a atividade das MMP-2 foi
diminuindo, tanto no grupo salina quanto no grupo mercurio.

Outra hipotese para explicar a interacdo do aumento da atividade das
MMPs com o mercurio pode ser explicada pelas citoquinas inflamatérias. A
inducdo aumentada das MMPs pelo mercurio pode estar relacionada a
inflamacg&o ocasionada pelo mercario durante o periodo de contaminagéo. As
MMPs s&o rigorosamente reguladas nos seus niveis transcricional e pos-
transcricional e também controladas nos seus niveis protéicos pelos seus
ativadores, inibidores, localizados na superficie celular. Se o formidavel
potencial proteolitico das MMPs ndo for preciso para seu controle
perfeitamente ajustavel, a desregulacdo pode aumentar a degradacdo e
desenvolver uma patologia. Isso acontece durante a inflamacao, ulceracao,
artrite, periodontite, fiborose e enfisema [TALLANT, MARRERO e GOMIS-
RUTH, 2010; GIACHELLI e STEITZ, 2000]. No entanto mais estudos precisam
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ser realizados para descrever 0os mecanismos envolvidos na indug&dodo
aumento da atividade das MMPs nos 0Ssos.

O aumento da atividade da MMPs esta associado a degradacao da MEC
e aumento do remodelamento tecidual [MOTT e WERB, 2004; YAN e BOYD,
2007]. Assim, a contaminacdo com HgCl,, o qual tem uma alta afinidade pela
cisteina (que € componente funcional de ligacdo das MMPs), poderia estar
estimulando a sua atividade e conseqientemente renovando a matriz 0ssea e
proporcionando um tecido 6sseo com carater novo e mais resistente. Em
contraste, nenhum dano 6sseo foi observado nesse estudo em relacdo aos
parametros biofisicos. O grupo tratado ndo foi diferente quando comparado
como seu grupo controle e invalida a hipotese que o mercurio inibe ou estimule
a reabsorcdo, o qual poderia aumentar os valores da matriz extracelular.
Apesar dos valores ndo significativos é possivel observar uma tendéncia de
aumento do porcentual de material mineral, densidade mineral e 6ssea. Esse
fato poderia caracterizar um tecido 6sseo mais resistente, o qual deveria refletir
nas propriedades biomecéanicas. Apesar de nao significativo também houve
uma tendéncia de aumento da forca maxima. A tendéncia ao aumento da
densidade mineral ndo deve ser atribuida a deposi¢cdo do mercurio em tecido
6sseo, ja que esse tem ponto de evaporacgdo abaixo de 800 °C (temperatura a
gual é condicionada os fémures para obtencédo do material mineral).

E possivel observar que o esqueleto 6sseo com sua vasta area de
superficie mineral pode adsorver toxinas e metais pesados e minimizar seus

efeitos adversos sobre o tecido dsseo.
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6. CONCLUSOES

Os resultados desse trabalho mostraram que a intoxicacdo com HgCl,,
na concentracédo de 5mg/kg PC, quando comparados com o grupo controle ndo
apresentaram diferencas das alteragcdes das propriedades biométricas,
biofisicas e biomecéanicas do tecido 6sseo em desenvolvimento de ratos.

Apesar dos resultados nao significativos, houve tendéncia de aumento
do porcentual de material mineral, densidade mineral e 6ssea e da forca
maxima suportada pelas amostras do grupo contaminado em relacdo aos seus
respectivos grupos controle. O que caracteriza um tecido 6sseo mais
resistente.

Nossos resultados demonstram que houve maior atividade das MMP-2
nos grupos mercario em relacdo aos controles salina de mesma idade,
principalmente no final da contaminacdo e em até 6 meses depois do periodo

de contaminagao.
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