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Resumo: O niquel é um metal de transicdo com elevado potencial toxico que pode induzir
estresse oxidativo por meio da geracdo de espécies reativas de oxigénio. As glandulas
par6tida, atua na lubrificacdo e digestdo oral, possuem um sistema de defesa antioxidante e
podem apresentar respostas adaptativas frente a exposicdes quimicas. O objetivo deste
trabalho foi investigar os efeitos morfofuncionais da exposicdo ao niquel em glandulas
parétidas de ratos Wistar. Para tal, os animais foram divididos em grupo controle (n=5) e
grupo niquel (n=5; CEUA/UFV n° 45/2021). As glandulas parétidas foram removidas e
processadas para inclusdo em historesina. Cortes histoldgicos de 5 um foram corados com
hematoxilina e eosina para analises histomorfométricas, utilizando-se o software ImageJ.
ColoracBes com acido periodo-Schiff e alcian blue foram feitas para a quantificacdo de
mucinas neutras e 4cidas, respectivamente. Os dados foram analisados pelo teste t de
Student (p < 0,05). Os resultados demonstraram que a exposicdo subcrénica ao niquel
apresentou maior suscetibilidade estrutural nas glandulas parétidas, desencadeado pelo
aumento de peso absoluto desta glandula, reducdo na proporcao de ductos e de mucinas
neutras. Os achados sugerem que a exposi¢do subcrdnica ao niquel pode comprometer a
arquitetura e a funcionalidade das glandulas par6tidas, interferindo no seu perfil secretério
de gliconjugados. Em conjunto, esses resultados refor¢cam a hipétese de que o desequilibrio
redox pode contribuir para alteracdes morfofuncionais das glandulas parétidas.
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INTRODUCAO

Os metais pesados sdo elementos naturais amplamente

mecanismos envolvidos na toxicidade do niquel,
destacam-se a inducdo de estresse oxidativo, a geracao
de espécies reativas de oxigénio (ROS), a reducéo das

distribuidos no ambiente e apresentam elevado
potencial téxico aos sistemas bioldgicos, mesmo
quando presentes em baixas concentracfes (Kiran;
Bharti; Sharma, 2021). O niquel, metal de transicéo
pertencente ao grupo 10 da tabela periddica, é
encontrado na crosta terrestre principalmente na forma
de éxidos e sulfetos, podendo ser liberado tanto por
processos naturais quanto por atividades antropicas,
especialmente industriais. Seu amplo uso na producao
de aco inoxidavel, baterias, catalisadores, pigmentos,
ceramicas e dispositivos ortoddnticos aumenta
significativamente as possibilidades de exposicéo
humana (Genchi et al., 2020).

O niquel ndo é um elemento essencial ao metabolismo
humano e, apesar disso, apresenta reconhecida
toxicidade, sobretudo em suas formas sollveis. A
exposi¢do prolongada ao niquel pode resultar em
bicacumulacdo tecidual e desencadear alteracdes
celulares e teciduais importantes. Entre os principais
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defesas antioxidantes e alteracBes epigenéticas,
fatores que contribuem para inflamagéo, dano celular
e os efeitos genotdxicos (Denkhaus; Salnikow, 2002;
Genchi et al., 2020).

Estudos experimentais demonstram que a exposic¢do
ao niquel pode provocar alteracfes significativas em
diferentes 6érgdos e sistemas. No figado e nos rins,
observaram-se alteragdes histologicas e
comprometimento funcional; no sistema respiratorio,
h& associagdo com processos inflamatdrios e
carcinogénicos (Xie et al., 1995); e, em nivel celular,
especialmente em células sanguineas, foram descritas
alterages cromossdémicas, formacao de micronucleos
e quebras de DNA (IARC, 2012). Esses achados
reforcam o potencial genotdxico, mutagénico e
carcinogénico do metal, especialmente em exposicoes
cronicas ocupacionais (Denkhaus; Salnikow, 2002;
Ghazanfar et al., 2021).
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Diante desse cendrio, € importante considerar também
0s possiveis impactos desse metal sobre estruturas
especificas, como as glandulas par6tidas e demais
glandulas, que desempenham funcBes essenciais na
manutencdo da homeostase oral e sistémica. Essas
glandulas atuam na digestéo inicial de carboidratos, na
lubrificacdo da mucosa oral, na producdo de saliva e
na defesa imunoldgica local, sendo fundamentais para
0 equilibrio funcional da cavidade oral. Nesse
contexto, a saliva assume papel central na protecdo e
manutencdo desse sistema (Chibly et al., 2022a;
Ghannam; Singh, 2023).

A saliva possui um sistema antioxidante complexo,
composto por enzimas como superdxido dismutase,
catalase e peroxidases, além de antioxidantes nao
enzimaticos, como acido Urico e glutationa. Esses
componentes atuam na neutralizacdo de espécies
reativas de oxigénio, prevenindo danos oxidativos as
estruturas celulares da mucosa oral e das glandulas
salivares. Entretanto, a exposi¢cdo a agentes toxicos,
como metais pesados, pode comprometer esses
mecanismos de defesa, promovendo um desequilibrio
entre a producdo de radicais livres e a capacidade
antioxidante da glandula. Esse desequilibrio leva ao
estresse oxidativo, o qual esta associado a alteracdes
estruturais, inflamacdo e disfuncbes secretoras nas
glandulas salivares, podendo impactar diretamente a
homeostase oral (Chibly et al., 2022b; Genchi et al.,
2020; Lima et al., 2012).

Apesar de a toxicidade desse metal estar bem
documentada em 6rgdos como figado, rins, pulmdes e
sistema hematoldgico, ainda sdo escassos 0s estudos
que abordam seus efeitos sobre as glandulas parétidas.

As glandulas par6tidas fazem parte do grupo de
glandulas exécrinas que sdo responsaveis por
produzir, modificar e secretar saliva na cavidade oral,
sendo essencial na manuten¢do da homeostase bucal.
Séo classificadas em glandulas salivares maiores, que
incluem também a submandibular e sublingual, e as
glandulas salivares menores, que revestem o trato
gastrointestinal (Kessler; Bhatt, 2018).

Diante desse contexto, considerando que o niquel
pode induzir a formacdo de espécies reativas de
oxigénio e comprometer os sistemas antioxidantes, é
possivel que a exposicdo a esse metal altere o
equilibrio  redox das glandulas  pardtidas.
Considerando que essas glandulas fazem parte dos
principais pilares da rede de defesa antioxidante,
mobilizando componentes enzimaticos e ndo
enzimaticos, a ruptura desse equilibrio pode resultar
em modificagbes morfofuncionais profundas, que
variam desde a degeneracdo vacuolar das células
acinares até o colapso da sinalizacdo celular e da
integridade da barreira mucosa (Maciejczyk et al.,
2019; Hegde; Rai; Padmanabhan, 2009; Vahabzadeh
et al., 2020).
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Nesse sentido, o presente estudo tem como objetivo
investigar os efeitos morfofuncionais e oxidativos da
exposicdo ao niquel em glandulas parétidas de ratos
Wistar.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 10 ratos Wistar machos (70 dias de
idade; peso entre 230 e 250 g), provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal de Vigosa -
UFV. Os animais foram mantidos em gaiolas
individuais de polipropileno, sob condicGes
ambientais controladas, incluindo temperatura de 21
°C e fotoperiodo de 12 h (claro/escuro), com livre
acesso a racdo comercial (Nuvilab CR-1) e &gua.
Todos os protocolos experimentais foram aprovados
pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UFV
(CEUA; protocolo n° 45/2021).

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em dois
grupos:

- Grupo controle (n = 5), que recebeu solu¢do salina a
0,9% por via oral;

- Grupo exposto ao niquel (n = 5), que recebeu 7 mg
L™ de niquel, na forma de cloreto de niquel (NiClz;
Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO).

Essa concentracdo foi estabelecida considerando os
valores documentados em &reas contaminadas em
todo o mundo (Mukherjee et al., 2006; Prueitt et al.,
2020). As solucdes foram preparadas diariamente para
minimizar a oxidagao do metal e foram fornecidas ad
libitum na 4gua potdvel durante 70 dias,
caracterizando uma exposicao subcronica (Klaassen et
al., 2012).

O consumo de agua foi monitorado diariamente para
calcular a ingestdo de niquel. Ao final do experimento,
0s animais do grupo que consumiu niquel ingeriram
0,78 + 0,05 mg Kg "' de peso corporal (PC) de niquel
por dia.

No 71° dia experimental, os animais foram pesados e
submetidos a eutanasia por anestesia profunda com
cetamina (150 mg/kg, i.p.) e xilazina (10 mg/Kkg, i.p.),
seguida de puncéo cardiaca. Fragmentos das glandulas
parétidas foram fixados em solucdo de Karnovsky
(2,5% de glutaraldeido + 2% de paraformaldeido em
solugdo salina tamponada com fosfato [PBS] 0,1 M,
pH 7,2) para andlises histolégicas.

Fragmentos das glandulas parétidas previamente
fixadas, foram desidratados em uma série gradual de
etanol e incluidos em parafina. Cortes histolégicos de
5 um de espessura foram obtidos em semi-Séries
utilizando um micrétomo rotativo (RM 2255, Leica
Biosystems, Nussloch, Alemanha) e corados com
hematoxilina e eosina (H/E) para anélise
histomorfométrica. Adicionalmente, cortes
histologicos das glandulas parétidas foram corados
com &cido periddico-Schiff (PAS), que cora mucinas
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neutras (cor magenta), e azul de alcian (AB) em pH
2,5, que cora mucinas acidas (cor azul). Regides
teciduais coradas com a mistura dessas duas
coloragbes (PAS+AB) evidenciam a presenca de
mucinas acidas e neutras (cor roxa escura) (Cerri;
Sasso-Cerri, 2003).

Imagens dos cortes histolégicos corados com
hematoxilina e eosina foram obtidas em um
fotomicroscopio (Olympus BX53, Toquio, Japao)
equipado com uma camera digital (Olympus DP73,
Téquio, Japao). Todas as analises histomorfométricas
foram realizadas as cegas utilizando o software
ImageJ (National Institutes of Health). Vinte campos
histologicos (aumento de 200x) por animal (n =
5/grupo) foram analisados. Uma grade contendo 266
pontos de teste equidistantes foi sobreposta a cada
imagem digital, e a propor¢do volumétrica de cada
componente histoldgico foi estimada por contagem de
pontos. Cada ponto foi classificado de acordo com a
estrutura  subjacente, dependendo da glandula
analisada. Foi realizada a delimitacdo das areas de
ductos e acinos e calculo da proporcao
parénquima/estroma.

A deteccdo de mucinas nas glandulas parétidas foi
realizada em imagens coradas com PAS + AB,
utilizando o plugin de limiar de cor do Imagel. Os
resultados foram expressos em porcentagem da area
positiva para mucinas &cidas, neutras ou mistas,
conforme metodologia descrita por Varghese et al.
(2021).

Os dados foram analisados utilizando o teste t de
Student ndo pareado bicaudal para comparacéo entre
0s grupos controle e tratados com niquel. As
diferencas foram consideradas estatisticamente
significativas quando p < 0,05. Os resultados foram
expressos como média + desvio padréo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados deste estudo demonstram que a
exposicdo ao niquel pode promover alteragdes
relevantes nas glandulas parétidas de ratos Wistar,
envolvendo aspectos estruturais e funcionais. O
funcionamento dessas glandulas depende de uma
organizacdo celular altamente especializada, que
envolve sintese proteica no reticulo endoplasmaético
rugoso, processamento e maturagdo no complexo de
Golgi e posterior secre¢do por mecanismos regulados
(Junqueira; Carneiro, 2018; Carpenter, 2020). Esse
conjunto de processos garante a producdo adequada de
componentes salivares essenciais, como enzimas,
eletrolitos e mucinas, fundamentais para a protegao e
a manutencdo da homeostase, bem como para digestdo
inicial dos alimentos na cavidade oral. Dessa maneira,
a interferéncia do niquel em processos intracelulares
pode repercutir simultaneamente em diferentes
funcdes das glandulas salivares.
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A exposi¢do de ratos tratados com niquel apresentou
um aumento significativo no peso absoluto da
glandula parétida em comparacdo com o grupo
controle (p < 0,05; Tabela 1). No entanto, 0 peso
relativo da glandula parétida ndo apresentou diferenca
significativa entre os grupos (p > 0,05; Tabela 1).

Tabela 1. Pesos absolutos e relativos das principais
glandulas salivares em ratos Wistar que receberam
solugdo salina (grupo controle) ou niquel (7 mg L™)
na agua potavel durante 70 dias.

Parametros Controle Niquel (7
mglL ™)

Glandula Pardtida

Peso () 0,06+0,02 0,15+0,07*

Relativo peso (%) 0,02 +0,01 0,03+0,01

O grupo controle recebeu solucdo salina; o grupo
niquel recebeu niquel (7 mg L™') na 4gua potavel.
*Diferencas significativas (p < 0,05) em comparacéo
com o grupo controle pelo teste t de Student ndo
pareado bicaudal (n = 5 ratos por grupo).

A par6tida (Fig. 1) é uma glandula composta
predominantemente por 4cinos serosos que secretam
saliva aquosa, que € essencial para lubrificacdo,
digestdo inicial e homeostase oral, sendo a principal
fonte de secrecdo salivar estimulada (Delporte; Bryla;
Perret, 2016; Holmberg; Hoffman, 2014; Amano et
al., 2012). Os resultados apontaram aumento do peso
absoluto desta glandula em animais expostos ao
niquel. De acordo com Andersen et al. (1999), essa
alteragdo no peso de 6rgdos, como na glandula
parétida, pode estar associado a sensibilidade a
exposicao a agentes toxicos desencadeando respostas
adaptativas ao estresse oxidativo como por exemplo, a
hipertrofia celular.

Control

Nickel (7mgL-)

Figura 1 - Imagens histoldgicas (A) de glandulas
parétidas de ratos Wistar tratados com niquel por 70
dias. Seccdes coradas com hematoxilina e eosina. D:
Ducto; SA: &cinos serosos. Grupo de controle: solugdo
salina a 0,9% por via oral. Grupo niquel: 7 mg L-! de
cloreto de niquel por via oral (n = 5 ratos/grupo).
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Em contraste, observou-se que a exposi¢ao ao niquel
ndo alterou significativamente as proporcoes
volumétricas de acinos serosos, vasos sanguineos,
tecido adiposo ou tecido conjuntivo na glandula
parétida, quando comparada aos animais do grupo
controle (p > 0,05; Tabela 2). No entanto, observou-se
uma reducdo significativa na proporc¢ao de ductos na
glandula parétida de ratos tratados com niquel em
relacdo aos grupos controles (p < 0,05; Tabela 2).

Tabela 2 - Proporges volumétricas dos principais
componentes glandulares salivares em glandulas
par6tidas de ratos Wistar que receberam solucéo salina
(grupo controle) ou niquel (7 mg L) na agua potavel
durante 70 dias.

Parametros (%) Controle Niquel (7
mgL ™)
Glandula Parétida
Acinos serosos 71,21 +11,17 74,99 +6,51
Ductos 9,19+1,58 6,15+ 1,92*
Vasos sanguineos 0,60+0,18 0,75 0,47
Tecido adiposo 0,30 + 0,26 0,14 +0,21
Tecido conjuntivo 18,70+ 8,63 17,97 +6,76

grupo controle (p < 0,05; Tabela 3). N&o foi detectada
marcacdo por AB ou PAS/AB nessa glandula em
nenhum dos grupos.

Tabela 3 - Percentagem de areas com marcacdo
positiva para acido periddico-Schiff - PAS, azul de
alcian - AB e PAS/AB nas glandulas pardtidas de ratos
Wistar que receberam solucdo salina (grupo controle)
ou Ni (7 mg L) na agua potavel durante 70 dias.

Parémetros (%) Controle  Niquel (7 mg
L™

Glandula Pardtida

PAS * positivo 49,7+4,4 26,8+11,8*

AB * positivo 0,00+0,00 0,00+0,00

PAS */AB * positivo 0,00+0,00 0,00+ 0,00

Os dados sdo expressos como media + DP. Os valores
representam a propor¢do volumétrica (% da area) dos
componentes histolégicos. O grupo controle recebeu
solucdo salina; o grupo niquel recebeu niquel (7 mg
L), na agua potavel. *Diferencas significativas (p <
0,05) em comparacdo com o grupo controle pelo teste
t de Student ndo pareado bicaudal (n = 5 ratos por
grupo).

A glandula parétida possui em seu sistema de ductos,
o0 ducto de Stensen, seu principal ducto excretor, que
desemboca na cavidade oral (Carlson, 2000). Os
ductos desempenham papel essencial no transporte e
modificacdo da saliva, além de contribuirem para a
manutencdo da arquitetura tecidual. A reducdo
volumétrica ductal pode sugerir que o dano estrutural
devido & exposicdo ao niquel, j& se encontrava
estabelecido, mesmo diante da ativagdo de
mecanismos antioxidantes (Carpenter, 2020). Esse
resultado pode estar relacionado ao metabolismo
predominantemente aerébico e & intensa atividade
secretora caracteristica dessa glandula, fatores que
aumentam sua demanda energética e a tornam mais
vulnerdvel ao estresse oxidativo (Aframian et al.,
2006; Golnarnik et al., 2024). Esse comprometimento
estrutural pode repercutir diretamente na capacidade
secretora e regenerativa da glandula, podendo
desencadear alteragdes funcionais, como
hipossalivacdo e xerostomia.

Com relagdo a marcagdo de mucinas, a exposi¢éo ao
niquel reduziu significativamente a marcacdo PAS-
positiva na glandula parétida em comparagdo com 0
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Os dados sdo expressos como média + DP. Os valores
representam a porcentagem da area do tecido com
marcacdo positiva para mucinas neutras (PAS+),
mucinas acidas (AB+) ou mucinas mistas
(PAS+/AB+). O grupo controle recebeu solucdo
salina; o grupo niquel recebeu niquel (7 mg L) na
agua potavel. *Diferencas significativas (p < 0,05) em
comparagdo com o grupo controle pelo teste t de
Student ndo pareado bicaudal (n = 5 ratos por grupo).

Além das alteracdes estruturais, a glandula parétida
apresentou reducdo de mucinas neutras (Fig. 2). Essas
glicoproteinas sdo importantes para a lubrificacdo da
mucosa oral, retencdo de moléculas antimicrobianas e
manutencdo da homeostase bucal (Okuyama;
Yanamoto, 2024). Sua diminui¢do pode comprometer
a integridade da mucosa e favorecer desequilibrios na
microbiota oral (Frenkel; Ribbeck, 2017). Esse
resultado reforca a hipdtese de interferéncia do niquel
nos mecanismos de sintese e glicosilacdo proteica,
possivelmente  relacionados a alteragdes no
funcionamento do complexo de Golgi (Junqueira;
Carneiro, 2018). Alteragcbes semelhantes na
composic¢ao de glicoconjugados tém sido associadas a
exposicdo a agentes toxicos em tecidos exdcrinos
(Khoder-agha; Kietzmann, 2021; Reily et al., 2019).

Além do mais, a diminuicdo das glicoproteinas neutras
pode comprometer a formacdo da barreira mucosa
salivar e aumentar a susceptibilidade do tecido & acdo
continua de agentes toxicos e microbioldgicos
(Frenkel; Ribbeck, 2017). Essa reducdo pode
fragilizar a barreira mucosa salivar e favorecer maior
exposicao do tecido a agentes quimicos, mecanicos e
microbioldgicos (Salas-Moreno et al., 2019; Nelson et
al., 2024).
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Control

Figura 2 - Imagens histoldgicas (A) de glandulas
parGtidas de ratos Wistar tratados com niquel por 70
dias. Seccdes coradas com acido periodico de shiff e
alcian blue. D: Ducto; SA: acinos serosos. Grupo de
controle: solucdo salina a 0,9% por via oral. Grupo
niquel: 7 mg L-! de cloreto de niquel por via oral (n =
5 ratos/grupo).

Tais achados demonstram que as glandulas parétidas
apresentaram-se mais suscetiveis a exposicdo
subcrénica do niquel. A analise histomorfométrica da
glandula parétida revelou alteragOes significativas no
peso, em areas ductais e na positividade a coloracdo
por &cido periddico-Schiff. Esses achados podem
indicar alteracfes morfolégicas associadas a reducgéo
de gliconjugados encontrados no tecido glandular. De
acordo com Feinstein; Schramm (1970) e Nicolau;
Sassaki (1976), essa suscetibilidade pode ser atribuida
a sua alta densidade mitocondrial e intensa atividade
aerdbica desta glandula. Em conjunto, os achados da
parétida demonstram que, embora haja ativagdo de
respostas antioxidantes, elas ndo foram suficientes
para impedir completamente o comprometimento
estrutural e funcional da glandula

Por fim, algumas limitagBes devem ser consideradas.
Apesar das semelhancas entre 0 modelo experimental
em roedores e o sistema salivar humano, diferencas
fisiologicas limitam a extrapolacdo direta dos
resultados. Além disso, o periodo analisado pode
representar apenas uma fase inicial de adaptagdo a
exposicdo ao niquel. Dessa forma, andlises mais
aprofundadas sdo necessarias para aprimorar a
compreensdo dos efeitos da exposi¢do ao niquel em
glandulas pardtidas.

CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo demonstram que a
exposicao subcrdnica ao niquel foi capaz de induzir
alteracdes  histomorfométricas  relevantes  nas
glandulas parétidas de ratos Wistar, evidenciando
impacto sistémico sobre o ecossistema salivar.

Dessa forma, conclui-se que a exposi¢do ao niquel
pode comprometer a arquitetura e a funcionalidade das
glandulas salivares par6tidas, indicando um
desequilibrio progressivo entre mecanismos de defesa
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e dano tecidual. Esses achados podem contribuir para
o entendimento da toxicidade do niquel em tecidos
ainda pouco explorados na literatura, reforcando a
importancia da investigacdo de seus efeitos sobre o
sistema salivar.

Para estudos futuros, sugere-se investigar bioquimicas
e oxidativas e avaliar se a perda de ductos na glandula
parGtida compromete a viabilidade das células-tronco
salivares. Além disso, estudos apontam que o
entendimento da plasticidade fenotipica entre as
células glandulares pode abrir caminho para o
desenvolvimento de terapias regenerativas, ampliando
as perspectivas de intervencdo frente aos danos
induzidos por agentes toxicos.
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