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RESUMO

LIMA, Thaind Iasbik, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, agosto de 2022. Efeitos da
coexposicao ao arsénio e niquel sobre parametros hepaticos em ratos Wistar adultos.
Orientadora: Mariana Machado Neves.

Arsénio e niquel sdo elementos quimicos amplamente encontrados na natureza. A exposicao a
altas concentragdes desses agentes toxicos na dgua de beber pode causar disfungdes organicas
que levam a sérios problemas de satude. O efeito negativo da intoxicag@o por arsénio ou niquel
estd bem documentado na literatura. No entanto, pouco se sabe sobre as consequéncias da
ingestao simultanea desses metais no individuo. Neste contexto, o presente trabalho teve como
objetivo analisar os efeitos da coexposi¢do ao arsénio e niquel sobre parametros hepéticos de
ratos Wistar adultos, uma vez que o figado é o principal 6rgao detoxificador do organismo.
Ratos Wistar machos (70 dias de idade) foram distribuidos em quatro grupos (n = 10
animais/grupo): grupo controle (solucdo salina), grupo arsénio (Img L' de arsénio), grupo
niquel (7mg L' de niquel) e grupo da coexposicdo (Img L' de arsénio + 7mg L' de niquel).
Os animais tiveram acesso as solugdes por meio da dgua de beber ad libitum por 70 dias, sendo
eutanasiados 24 h apds a tltimo dia de exposi¢ao (CEUA 45/2021). O sangue foi coletado para
obtencdo de soro e determinagdo da concentragdo de transaminases. O figado foi removido e
dissecado para realizacdo de andlises histologicas, bioquimicas e enzimaticas. Os dados foram
submetidos aos testes One-way ANOVA e Tukey ao nivel de significancia p = 0,05. Nossos
resultados mostraram, que os animais foram expostos ao arsénio e niquel apresentaram niveis
aumentados destes metais no figado. Animais coexpostos aos dois metais apresentaram redugdo
de hepatdcitos e de seu citoplasma, aumento na propor¢cdo de capilares sinusoides e vasos
sanguineos, além de aumento no percentual de colageno, glicogénio e mastdcitos. Congestao,
infiltrado inflamatério e degeneracdo hidrépica foram as patologias observadas em animais do
grupo arsénio+niquel. Estes animais também apresentaram reduc@o na atividade de catalase e
aumento nas concentracdes de proteinas carboniladas e 6xido nitrico. A atividade de ATPase
total reduziu em animais do grupo arsénio+niquel. Nao foram observadas alteragdes nas
concentracoes séricas de transaminases e biometria corporal e hepética. Pode-se concluir que a
coexposi¢ao ao arsénio e niquel por 70 dias pode ter desencadeado um processo inicial de dano
que, em exposicoes cronicas, pode haver uma intensificacao nas alteracdes com consequente

prejuizo a funcionalidade hepética.



Palavras-chave: Arsenito. Cloreto de niquel. Hepatdcitos. Exposicdo subcronica. Estresse

oxidativo. Histomorfometria. Inflamagdo. Degeneracao.



ABSTRACT

LIMA, Thain4 Iasbik, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August, 2022. Effects of arsenic
and nickel coexposure on hepatic parameters in adult Wistar rats. Advisor: Mariana
Machado Neves.

Arsenic and nickel are chemical elements widely found in nature. Exposure to high
concentrations of these toxic agents in drinking water can cause organ dysfunction that leads to
serious health problems. The negative effect of arsenic or nickel poisoning is well known.
However, little is known about the consequences of the simultaneous ingestion of these metals
in the individual. In this context, the present work aimed to analyze the effects of coexposure
to arsenic and nickel on hepatic parameters of adult Wistar rats, since the liver is the main
detoxifying organ of the organism. Male Wistar rats (70 days old) were divided into four groups
(n = 10 animals/group): control group (saline solution), arsenic group (Img L-1 of arsenic),
nickel group (7mg L-1 of nickel), and coexposure group (Img L-1 of arsenic + 7mg L-1 of
nickel). The animals had access to the solutions through drinking water ad libitum for 70 days,
being euthanized 24 h after the last day of exposure (CEUA 45/2021). Blood was collected to
obtain serum and determination of transaminase concentration. The liver was removed,
dissected, and fragmented for histological, biochemical and enzymatic analyses. Data were
submitted to One-way ANOVA and Tukey tests at a significance level of p = 0.05. The results
showed that animals intoxicated with arsenic and/or nickel showed an increase in their
concentrations in the liver. Animals coexposed to the two metals showed a reduction in
hepatocytes and their cytoplasm, an increase in the proportion of sinusoid capillaries and blood
vessels, in addition to an increase in the percentage of collagen, glycogen, and mast cells.
Congestion, inflammatory infiltrate and hydropic degeneration were observed in the arsenic +
nickel group. These animals also showed reduced catalase activity and increased concentrations
of carbonyl proteins and nitric oxide. Total ATPase activity was reduced in animals in the
arsenic + nickel group. No changes were observed in serum concentrations of transaminases
and in body and liver biometry. It can be concluded that coexposure to arsenic and nickel for
70 days may have triggered an initial process of damage that, in chronic exposures, may have

an intensification of changes with consequent damage to liver functionality.

Keywords: Arsenite. Nickel chloride. Hepatocytes. Sub chronic exposure. Oxidative stress.

Histomorphometry. Inflammation. Degeneration.
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1. Introducio

Nas tultimas décadas, a exposicdo a poluentes ambientais tornou-se um problema de
saide publica global devido a seus potenciais efeitos deletérios ao organismo humano
(Chowdhury et al., 2018). Entre os diversos poluentes, podemos citar os metais pesados. Varios
estudos tém relatado danos na func¢do e estrutura de diversos 6rgdos devido a intoxicac¢do por
metais toxicos, incluindo arsénio (Souza et al., 2016a,b; Da Cunha De Medeiros et al., 2019) e
niquel (Pari et al., 2008; Adedara et al., 2019). Estes elementos quimicos sdo naturalmente
encontrados na superficie terrestre e liberados em pequenas concentragdes no ambiente por
fontes naturais, como a lixiviagc@o de rochas e sedimentos. Entretanto, atividade antrépica como
processos industriais, mineracdo, agricultura, desastres ambientais e descarte inadequado de
produtos quimicos, acabam biodisponibilizando altas concentragdes destes metais no ar, solo e
agua (Nielsen et al., 2001; Orloff et al., 2009). Consequentemente, seres humanos e animais
sdo expostos a estes poluentes principalmente através da ingestdo de dgua e alimentos
contaminados (Ibrahim et al., 2006).

O arsénio € classificado como um metaloide por possuir caracteristicas de natureza
metdlica e ndo metdlica. Ocupando a posi¢do 33° da tabela periédica e o 20° elemento mais
abundante da terra (Mandal e Suzuki, 2002). Contudo, perante sua capacidade de
bioacumulacdo em organismos vivos, no ambito da toxicologia podemos considerar este
metaloide como membro do grupo dos metais pesados (Jomova et al., 2011). A exposicao ao
arsénio estd associada a alteragdes nos rins, figado, testiculos e cérebro (Chiou et al. 2008;
Noman, 2015; Couto-Santos et al., 2020; Souza et al., 2020). J4 o niquel € o 24° elemento mais
abundante no planeta (Ciurli e Mangani, 2001). Considerando suas propriedades fisicas e
quimicas, o niquel € classificado como um metal de transi¢do. Porém, assim como o arsénio, o
niquel também apresenta capacidade de bioacumlacdo quando em contato com organismos

vivos, sendo também classificado como metal pesado no ramo da toxicologia. Caracteristicas
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de bioacumulagao de metais levam em consideragao dose, tempo e via de exposicao (Klaassen
e Watkins, 2012). O contato com compostos de niquel pode causar efeitos adversos a sadde,
como comprometimento neurocomportamental, lesdo hepatica e alteracdes testiculares (Pari,
2008; Adedara et al., 2019; Adedara et al., 2020).

Na natureza, a exposi¢cao a metais nao ocorre de forma isolada, podendo ocorrer por dois
ou mais compostos (Khan et al., 2019; Li et al., 2019). Um estudo epidemioldgico realizado
por Vormittag et al. (2021) mostrou que pessoas residentes na drea afetada pelo rompimento da
barragem em Barra Longa - Minas Gerais, apresentaram no sangue e espermatozoides a
presenca de arsénio e niquel. Dessa forma, novas abordagens sdo necessarias para avaliar os
riscos associados a exposi¢ao simultdnea a toxicos ambientais. Uma questdo importante a se
considerar € o potencial de competi¢do entre arsénio e niquel por sitios de ligacdo a proteinas
que, no final, causam comprometimento da funcao celular (Klaassen e Watkins, 2012). Além
disso, as interagdes de metais podem influenciar sua absor¢do, o que pode resultar em uma
relacdo de adicdo, sinergismo, antagonismo ou independéncia da toxicidade geral em
organismos expostos (Driessnack et al., 2017).

Neste contexto, o figado pode servir como modelo de estudo sobre a toxicologia de
metais quando expostos simultaneamente a estes, por ser um 6rgao de sintese de enzimas,
colesterol, bile e outras moléculas necessdrias para a homeostase corporal (Ross e Pawlina,
2016), processamento dos nutrientes absorvidos no sistema digestivo, principal sitio de
detoxicagdo de toxinas e metilagdo do arsénio (Ratnaike, 2003), e um dos principais 6rgaos de
bioacumulacdo tecidual de niquel (Gonzalez, 2016). Apesar de ja se conhecer os efeitos
deletérios do arsénio e do niquel sobre parametros hepaticos em animais adultos, ainda nao esta
claro como a exposicao simultinea a estes metais pode provocar danos neste 6rgdo. Por isso, o

presente estudo foi conduzido no intuito de testar a hip6tese de que coexposi¢ao subcronica ao
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arsénio e niquel na dgua de beber causa danos teciduais e funcionais no figado de animais

adultos.

2. Objetivos
2.1 Objetivo geral:
Avaliar os efeitos da exposi¢do e coexposi¢cao subcronica ao arsénio e niquel sobre parametros

morfoldgicos, oxidativos e funcionais do figado de ratos Wistar adultos.

2.2 Objetivos especificos:

- Quantificar a bioacumulagdo de arsénio e niquel no figado dos animais;

- Analisar os efeitos do arsénio e niquel sobre a biometria corporal e hepatica em ratos Wistar
adultos intoxicados na dgua de beber por 70 dias;

- Avaliar a organizacdo tecidual do parénquima hepético dos ratos apos a exposicao aos metais
e identificar as possiveis patologias relacionadas a esta exposi¢ao;

- Quantificar as possiveis altera¢des teciduais causadas pela exposicao simultanea ao arsénio e
niquel no figado de animais adultos, analisando parametros histolégicos e
histomorfométricos;

- Quantificar a atividade das enzimas antioxidantes e a concentracdo de marcadores de danos
oxidativos;

- Avaliar a atividade de ATPases no tecido hepdtico apds a exposicao aos metais.

3. Revisao de literatura
3.1. Arsénio
O arsénio € quimicamente classificado como metaloide, por possuir caracteristicas de

metais e ndo metais (Jomova et al., 2011), tendo seus nimeros de oxidacdo mais comuns +5,
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+3, 0 e -3 (Orloff et al., 2009). Pode ser encontrado na natureza na forma inorganica como
arsenito (As**) ou arsenato (As>*) (Ferreira et al., 2012). O arsenito é considerado mais téxico
que o arsenato, por reagir com grupos tiois endégenos de proteinas, lipideos e DNA (Neves et
al., 2004). Apds a ingestdo, os compostos arsénicos sdo absorvidos no intestino e transportados
pelo sangue até 6rgdos e tecidos, onde podem ser biotransformados, retidos no local ou reagir
com moléculas (Goldhaber, 2003; Kobayashy et al., 2005). O arsénio também pode ser
encontrado na forma organica, como &4cido metilarsonico (MMA) e 4cido dimetilarsinico
(DMA) (Ferreira et al., 2012). Dentre esses compostos, 0s inorganicos sao considerados mais
toxicos que os organicos (USEPA, 2000). O principal evento metabdlico do arsénio no
organismo € sua metilacio em MMA e DMA. Essa metilacdo envolve a redu¢do do arsénio
pentavalente em trivalente com adi¢do do grupo metil em sua molécula (Hirano, 2020).
Intermediarios metabdlicos do arsénio, além de eliminados na urina, podem se acumular em
varios 6rgaos, como rim, pulmao, figado e cérebro (Singh et al., 2011).

A contaminagdo do ambiente por arsénio pode ocorrer através de fontes naturais, como
erosdo de rochas e atividades vulcanicas, ou por fontes antrépicas destacando-se mineracgao,
atividades industriais, utilizacdo de pesticidas agricolas e fertilizantes (Orloff et al., 2009). A
contaminacdo do ar, solo, alimentos e 4gua por arsénio ocorre principalmente por atividades
antrépicas, sendo a dgua a principal forma de contaminacio de organismos vivos (Ibrahim et
al., 2006). Assim, a Organizacdo Mundial da Saide (OMS, 2011) estabeleceu que o limite
toleravel de arsénio a ser encontrado na 4gua potavel deve ser de 0,01 mg L™!. Todavia, existem
regides contaminadas por este metaloide onde foram encontradas concentracdes em niveis
muito elevados em diversos paises no mundo, como China, Japao, Canadd, Estados Unidos,
India, Brasil e Chile (Mukherjee et al., 2006). A exposicio a grandes quantidades de arsénio,
principalmente através de dgua contaminada, é considerada uma das principais ameacas a saide

em todo o mundo (Li et al., 2012).
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3.2. Niguel

O niquel € um elemento de transi¢do, também amplamente distribuido no meio
ambiente, incluindo ar, dgua e solo (Genchi et al., 2020). Assim como o arsénio, o niquel pode
ser classificado como metal pesado em decorréncia de sua toxicidade e capacidade de
bioacumulacdo. O niquel pode ser encontrado na forma de sais de niquel de 4cidos organicos
fortes, com caracteristica de alta solubilidade em dgua, e sais de niquel de 4cidos inorganicos
fracos, geralmente insoliveis (Azevedo et al., 2003). Este metal existe em vdrios estados
oxidativos, variando entre -1 ¢ +4, sendo o +2 o mais abundante no ambiente e sistemas
bioldgicos (Muifioz et al., 2012). Este € o caso do cloreto de niquel, que € facilmente solivel em
agua (Denkhaus et al., 2002).

Uma vez que pode derivar de fontes naturais e atividade antropogénica, € possivel
encontrar compostos de niquel em locais de ocorréncia de lixiviacdo de rochas e sedimentos. A
consequéncia destes processos € a contaminacdo de dgua subterrdneas e superficiais, que é o
principal meio de contaminacdo de niquel divalente a seres humanos (Genchi et al., 2020).
Dentre os contaminantes de decorréncia da atividade antrépica podemos citar derivados da
combustdo de combustiveis fosseis, mineracdo e fabricacdo de ligas contendo niquel, sendo a
taxa de emissdo por essas fontes considerada maior que a taxa de emissdo natural (Stannard et
al., 2017). Assim, o aumento do uso de niquel para fins industriais tem causado preocupacao
perante a saide humana (Das et al., 2008), sendo a concentragdo maxima permitida de niquel
na 4gua potdvel de 0,07 mg L' (OMS, 2011).

Depois de absorvido, o niquel é distribuido por todo o corpo através do sangue ao se
ligar a albumina, se acumulando em rins, pulmao, figado e coracdo (Kang et al., 2012). Os
compostos soliveis de niquel sdo transportados para dentro das células por difusdo ou através
de canais de célcio (Gonzalez, 2016). A exposicdo cronica a compostos de niquel podem ser

responsdvel por uma variedade de efeitos adversos a saide dos seres humanos, como cancer do
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trato respiratorio, doencgas cardiovasculares e renais e fibrose pulmonar (McGregor et al., 2000,
Seilkop et al., 2000). O sistema nervoso € um dos principais 6rgaos-alvo da toxicidade do niquel
(Genchi et al., 2020), além da exposicao ao metal estar associada a toxicidade reprodutiva

(Kong et al., 2016).

3.3. Figado: morfologia e fun¢cdo

O figado é o maior 6rgdo interno e glandula anficrina do corpo humano. Dentre suas
fun¢des podemos citar, a produg¢do de proteinas plasmdticas como a albumina, além de
eliminagio da bile para digestdo de lipideos (Si-Taye et al., 2010). E uma interface entre o
sistema digestivo e o sangue. Os nutrientes absorvidos pelo intestino chegam ao figado pela
veia porta, exceto os lipidios complexos que chegam pela artéria hepética, onde sdo processados
e armazenados para serem utilizados por outros 6rgaos. O figado é capaz de captar, transformar
e acumular metabodlitos, além de neutralizar e eliminar substancias toxicas. E revestido por uma
capsula de tecido conjuntivo que subdivide o 6rgdo em l6bulos compostos por corddes de
hepatdcitos, as principais células do parénquima hepatico (Cullen e Stalker, 2016). Em cada
16bulo hd uma veia centrolobular por onde irradiam os capilares sinusoides que permeiam os
corddes de hepatdcitos. Os capilares contém macréfagos conhecidos como células de Kuppfer.
Em algumas regides na periferia dos 16bulos sdo encontradas regides denominadas espagos
porta, que contém ductos biliares, nervos, vasos sanguineos e linfaticos (Junqueira e Carneiro,
2017). Algumas das fun¢des importantes desempenhadas pelo 6érgido sdo armazenamento de
lipidios e glicogénio, que sdo importantes em situacdo de estresse, formacao da bile, sintese de
proteinas plasmaticas, além de detoxificagdo do organismo (Ross e Pawlina, 2016). Portanto,
alteracdes na organizagdo do parénquima hepatico podem afetar seu funcionamento e danificar

o metabolismo de um organismo.
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Assim, exposi¢des repetidas ou cronicas a metais pesados, como arsénio e niquel,
podem acarretar sua acumulagdo levando a distirbios hepaticos. A presenga destes compostos,
principalmente nos hepatdcitos, pode causar competicdo por sitios de ligacdo a proteinas
levando ao comprometimento do processo de desintoxicacdo do corpo. Como consequéncia
destes distirbios, pode haver a elevagao dos niveis de enzimas hepéticas, desequilibrio do status
antioxidante e vdrias patologias no parénquima do 6rgdo, como hemorragia, inflamacdo e
degeneracdes (Pari et al., 2008; Souza et al., 2018).

Quando se tratam das patologias, um grande aumento da propor¢cdo de hemaicias
circulantes € caracteristica de congestdo vascular, com vasos tirgidos e edemaciados pelas
hemadcias. Uma das consequéncias da congestdo € a formagdo de hemorragia, que €
caracterizada pela saida de sangue dos vasos para o intersticio. A congestio favorece a migragao
de células de defesa, promovendo focos de infiltrado inflamatdrio no tecido hepatico (Destro et
al., 2021). Quando a lesdo persiste, tem outra sequéncia de eventos envolvendo processo
degenerativo. A degeneracdo hidrdpica € caracterizada pelo acimulo de 4gua dentro das células
em decorréncia de um desequilibrio eletrolitico na célula. Pode estar diretamente relacionada
ao comprometimento do funcionamento de bombas ATPases de membrana, como bomba de
Na*/K*, podendo causar acimulo de Na* intracelular e elimina¢do de K*, resultando no

acumulo de 4dgua no citoplasma afim de manter a isosmolaridade (Brasileiro Filho 2016).

3.4 Técnicas para avaliacdo microscopica do tecido hepdtico

Uma das formas de estudar os efeitos de compostos na estrutura, e consequentemente,
na funcdo de um 6rgao € avaliar o seu parénquima por meio de andlises microscopicas. Assim,
por meio de diferentes técnicas e microscopias, € possivel avaliar a satide do 6rgdo e mensurar
danos, considerando estudos toxicoldgicos (Junqueira e Carneiro, 2017). Para andlises de

rotina, onde pode-se verificar a estrutura do parénquima mediante a proporcdo de seus
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componentes e a presenca de patologias mais graves, sdo utilizados corantes convencionais. Os
diferentes tipos de corantes podem se ligar a estruturas celulares especificas, de acordo com sua
afinidade quimica. Os corantes 4cidos, como a eosina, se ligam aos componentes bdsicos
(aciddfilos) dos tecidos, como proteinas do citoplasma e a matriz extracelular, enquanto os
corantes bdsicos, como a hematoxilina, se ligam aos componentes dcidos (baséfilos), como os
acidos nucleicos do nucleo (Caputo et al., 2010). A coloragao de hematoxilina e eosina (HE)
permite visualizar caracteristicas de matriz citoplasmatica, nuclear e extracelular. Em um tecido
tipico, os nucleos apresentam coloragdo purpura, corados pela hematoxilina, enquanto o
citoplasma e matriz extracelular sdo corados pela eosina, apresentando véarios graus de
coloracdo rosa (Fischer et al., 2008).

Quando ha a necessidade de estudos histolégicos mais complexos, podemos utilizar
coloragdes especiais. Quando hd presenca de processo inflamatério subcronico, hd processos
degenerativos associados a morte celular, que podem causar fibrose (Wynn e Ramalingam
2012). Desse modo, um exemplo de coloracdo utilizada € o Tricromico de Masson, que envolve
a coloracdo de células do tecido conjuntivo, onde o citoplasma € corado de vermelho, o
coldgeno de azul e o nicleo com uma cor mais escura. O tecido conjuntivo tem diversas
fungdes, incluindo sustentacdo, preenchimento e defesa. E composto por células, como
fibroblastos, macréfagos e mastdcitos, e matriz extracelular que € composta principalmente por
fibras, glicoproteinas, glicosaminoglicanas e proteoglicanas (Junqueira e Carneiro, 2017). A
colorag@o Tricromico de Masson possibilita a andlise da proporcao de coldgeno no tecido. Se
houver propor¢cdo anormal, pode ser realizada outra coloragdo, a coloragdo especial de
Picrosirius, para a caracteriza¢do do tipo de coldgeno (Montes e Junqueira 1991; Liu et al.,
2021). Diferente da coloracao de Tricromico de Masson, a coloracdo por Picrosirius diferencia
as fibras coldgenas, sendo as fibras de coldgeno I observadas em coloracdo vermelho em

microscopio 6Optico de luz polarizada e as fibras de coldgeno III representado em verde e
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amarelo (Borges et al., 2007). Devido a sua capacidade de quantifica¢do de fibras de coldgeno
tipo I, € muito eficaz para a demonstracdo da fibrose, ndo apenas por sua presenca, mas,
principalmente, por seu padrdo de distribuicio, sendo o coldgeno 1 localizado
predominantemente nos tratos portais (Iezzoni, 2018). A fibrose pode ser definida como a
deposicao de componentes da matriz extracelular em propor¢ao superior a normal (Rauterberg
et al., 1981).

Além das coloragdes de rotina e especiais, outro método de estudo histolégico sdo as
coloragdes histoquimicas. Por suas propriedades seletivas de coloragdo, contribuem para o
delineamento de estruturas arquitetonicas e celulares especificas (Ilezzoni, 2018). Para a
coloragdo de carboidratos, principalmente glicogénio, € utilizada a coloragdo histoquimica de
acido periddico de Schiff (PAS). Componentes da glicose sdo oxidados, com formacao de
aldeidos que interagem com o PAS, gerando coloragdo purpura/magenta (Figueiredo et al.,
2007). O glicogénio € um polimero de glicose que atua como reserva energética, sendo que nos
mamiferos, as reservas mais importantes sao encontradas no figado e no musculo esquelético
(Roach et al., 2001). O glicogénio hepético € necessdrio para manter a homeostase da glicose
sanguinea entre as refeicoes (Agius, 2015). A desregulacdo do metabolismo do glicogénio esta
relacionada ao desenvolvimento de doengas como diabetes (Cline et al., 1994). Um outro
exemplo de histoquimica € a coloracdo por azul de toluidina modificado. O azul de toluidina é
um corante que cora células metacrométicas em tons de vermelho-purpura, também usado como
um corante nuclear devido a sua ligacdo com o DNA (Silverman et al., 1984). A coloracdo de
azul de toluidina modificado, em pH 4cido, € usada para corar granulos de mastdcitos em azul
(Rosa et al., 2018). Os mastdcitos participam do processo inflamatério, sendo recrutados para
os locais de inflamacdo. Sdo células do sistema imune que participam da regulacio da resposta
imunoldgica, através da liberacao de mediadores quimicos a partir de um estimulo (Zhao et al.,

2001).
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3.5 Estresse oxidativo

A geragdo de radicais livres tem relevantes papeis bioldgicos, atuando como mediadores
para a transferéncia de elétrons em diversas reacdes bioquimicas, com sua produgdo continua e
fisiol6gica resultando no desenvolvimento de mecanismo antioxidante (Shami e Moreira,
2004). A principal fonte geradora desses radicais livres ¢ a mitocOndria, na cadeia
transportadora de elétrons (Green et al., 2004). A partir da reducio do O s@o gerados os radicais
superéxido (O2") e hidroxila (OH"), além de espécies reativas de oxigénio como perdxido de
hidrogénio (H20) e espécies reativas de nitrogénio como 6xido nitrico (Ferreira e Matsubara,
1997).

A produgdo dessas espécies reativas ocorre como resultado de atividades metabolicas
das células, porém, sua producio excessiva pode resultar em danos oxidativos (Schneider e
Oliveira, 2004). As EROs sdo subprodutos dos radicais livres, sendo processadas por um
sistema de defesa antioxidante. Quando Oz recebe mais um elétron e dois fons hidrogénio, h4
formacdo de H>0O», reacdo essa catalisada pela enzima superéxido dismutase. Esse H>O>
formado € decomposto em dgua e oxigénio pela acdo da catalase e a glutationa S-transferase
(Yu, 1994). O H>0, € menos reativo que 0", mas seu acimulo também pode trazer riscos as
estruturas celulares (Hermes-Lima, 2004). Um outro marcador da atividade antioxidante celular
€ a capacidade de reducgdo férrica do plasma, que indica a quantidade total de antioxidantes nao
enzimaticos (Chandramathi et al., 2009), medindo a capacidade dos antioxidantes de reduzir o
ferro férrico (Fe*"). J4 o radical 6xido nitrico é gerado pela oxidagfio da arginina em citrulina
pelo 6xido nitrico sintase (Snyder e Bredt, 1992).

O estresse oxidativo € resultado do desequilibrio entre a producao de espécies reativas
de oxigénio (EROs) ou nitrogénio (ERNs), e sua neutralizacdo. Essas espécies reativas sao
naturalmente produzidas no corpo, mas quando ha producao em grande quantidade, a ponto de

nido conseguirem ser neutralizadas, pode haver comprometimento de lipideos, proteinas e
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acidos nucleicos (Persson et al., 2014). O desequilibrio na producdo e neutralizacdo desses
radicais pode causar danos que sdo mensurados por alguns marcadores, como hidroperéxidos,
malondialdeido, e 4-hidrononenal, todos formados a partir da peroxidagao lipidica iniciada pela
acdo destes radicais livres (Barbosa et al., 2010). O malondialdeido pode ser indicativo de dano
ao se acumular na célula (Rahal et al., 2014). Outro marcador de estresse é o acimulo de
proteinas carboniladas, que sdo geradas a partir de reacdes com radicais que resultam na
oxidacdo de residuos de lisina, arginina, prolina e treonina. O processo de oxidagdo gera
derivados carbonilados que podem gerar danos ao processo de transcri¢do e atividade
mitocondrial comprometendo o dobramento correto das proteinas e comprometendo sua fungdo

(Hauck et al., 2018).

4. Materiais e métodos
4.1 Animais

Ratos Wistar machos adultos (n = 40, 70 dias de idade) provenientes do Biotério Central
do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Satde da Universidade Federal de Vigosa foram
mantidos individualmente em gaiolas de polipropileno, sob temperatura (21 °C) e fotoperiodo
(12h claro/escuro) controlados. O estudo foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal de Vigosa (UFV; protocolo 45/2021), sendo conduzido de
acordo com as diretrizes éticas do Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal

(CONCEA).

4.2 Design experimental
Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos experimentais (n =
10/grupo). Animais do grupo controle receberam solu¢do salina 0,9%, enquanto animais

expostos ao arsénio e niquel receberam, respectivamente, solucdes de 1mg L' de arsénio, na
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forma de arsenito de sdédio (NaAsO>.7H20; Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO), e 7 mg L!
niquel, na forma de cloreto de niquel (NiCl2.6H>O; Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO). Por
fim, animais intoxicados simultaneamente com os dois metais receberam uma solug¢ao contendo
1 mg L' de arsénio e 7 mg L' de niquel. Essas concentragdes sdo 100x acima das permitidas
por organizacdes nacionais e internacionais (OMS, 2011), mas préximas as concentragdes
encontradas em dreas contaminadas (Figueiredo et al., 2007; Mohammed Abdul et al., 2015;
Mukherjeeet al., 2016; Rehman et al., 2017; Prueitt et al., 2020). Os metais foram ofertados aos
animais durante 70 dias de experimento, considerando um tempo de exposi¢ao subcronico (Li
et al., 2012). Foi feito o controle didrio do consumo de dgua para cdlculo da concentracdo dos
compostos quimicos ingeridos ao dia. As condic¢des clinicas de saide dos animais foram
examinadas durante todo o experimento. Os metais foram fornecidos via dgua de beber ad

libitum com o intuito de extrapolar as condi¢Oes experimentais para a realidade humana.

4.3 Eutandsia, coleta de material biologico e biometria

No 71° dia de experimento, os animais foram pesados, sedados com xilazina 10 mg/kg
intraperitoneal e anestesiados usando quetamina 150 mg/kg intraperitoneal. Posteriormente, os
animais foram sacrificados por puncdo cardiaca. Neste momento, coletou-se sangue para
obtencdo de soro a ser usado em andlises bioquimicas. O figado foi dissecado e pesado para
obtencdo do peso absoluto e indice hepatosomadtico, que foi calculado a partir da relacdo do
peso do 6rgao pelo peso corporal final x100 (Gongalves et al., 2012). Fragmentos do 6rgao
foram obtidos e imediatamente congelados em nitrogénio liquido e armazenado a -80°C, para
determinacgdo de atividades enzimadticas e fatores relacionados ao estresse oxidativo, além da
determinacdo de ATPases. Ainda, outros fragmentos do 6rgao foram fixados em solucdo
Karnovsky (glutaraldeido 2,5% e paraformaldeido 4% em tampao fosfato de sédio 0,1 M, pH

7,2), para avaliacdes histologicas. Parte do tecido hepatico fixado também foi utilizado para
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avaliacdo do contetido de dgua por unidade de peso do tecido (mL/g). Fragmento do tecido
hepitico foi seco a 60°C por 96 h e pesado para obtencdo do seu peso seco. Esse valor foi usado
no célculo da diferenga entre o peso do figado imido e seco para obter o teor de 4gua (mL/g)

no tecido (Novaes et al., 2012).

4.4 Andlise bioquimica de enzimas séricas

O sangue coletado foi centrifugado a 2.000g por 15 min em temperatura ambiente. O
soro obtido foi utilizado para a avaliagdo da aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (ALP) usando kits bioquimicos (Bioclin
Laboratories, Belo Horizonte, MG, Brasil) adequados para o equipamento BS-200 (Bioclin

Laboratories, Belo Horizonte, MG, Brasil) de acordo com as instru¢des do fabricante.

4.5 Concentragdo de arsénio e niquel no figado

A propor¢do de arsénio e niquel no figado foi estimada em fragmentos de 6rgaos
congelados que foram secos em estufa a 60°C por 96 h até alcancar peso seco constante. Em
seguida os fragmentos foram revestidos com carbono (Quorum Q150 T, East Grinstead, West
Sussex, Reino Unido), e analisados em microscépio eletronico de varredura (Leo 1430VP, Carl
Zeiss, Jena, Thuringia, Alemanha) com um detector de desvio de silicio com radiag¢do de raios-

X.

4.6 Avaliacdo histopatologica

Fragmentos de figado (cinco animais por grupo) foram desidratados em séries
crescentes de etanol (70%, 80%, 90%, 95%, absoluto), com passagens em xilol até serem
incluidos em parafina. Foram obtidos cortes de figado com Spum de espessura, com o auxilio de

um micrétomo rotativo (RM 2255, Leica, Nussloch, Alemanha). Os cortes foram corados com
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os corantes hematoxilina-eosina (HE) para andlises histolégicas e estereoldgicas, 4cido
periddico-Schiff (PAS) para quantificagdo de glicogénio, Tricromico de Masson para
quantificagdo de tecido conjuntivo, Picrosirius para coldgeno e azul de toluidina para
quantificagdo de mastdcitos. Cada lamina continha oito sec¢des do 6rgdo, com distancia de 10
cortes entre uma e outra para evitar andlises repetitivas da mesma regido histolégica. Foram
avaliadas dez regides do tecido hepdtico por animal, utilizando um microscépio (Olympus
CX40, Téquio, Japao) com aumento de 40x.

Observou-se a ocorréncia de alteragdes histolégicas em cortes de tecido hepatico
corados em HE de animais controle e animais expostos aos metais, individualmente e
simultaneamente. A presenca e frequéncia de congestao, hemorragia, infiltrado inflamatério e
degeneracao hidropica foi categorizada em quatro niveis, considerando auséncia de alteracdes
histoldgicas (-), ocorréncia de alteragdes leves (+) em um animal por grupo, ocorréncia de
alteracoes moderadas (++) em dois ou trés animais por grupo, € alteracdes graves (+++)

observadas em quatro ou cinco animais por grupo (Carvalho et al., 2022).

4.7 Estereologia do figado

Para as andlises estereoldgicas, dez imagens digitais por animal, para cada uma das
quatro coloracdes realizadas (objetiva 20x), foram obtidas utilizando um microscépio 6ptico
(Olympus BX-53, Téquio, Japao) conectado a uma camera digital (Olympus DP73, Téquio,
Japdo). Para andlise estereoldgica, foi utilizado um sistema de grades com 266 pontos. Nas
secoes coradas com HE, foram registrados pontos sobre componentes do figado, incluindo
citoplasma e nudcleo de hepatdcitos, capilares sinusoides, vasos sanguineos e macréfagos. A
proporcio de cada componente foi calculada usando a relagdo do niimero de pontos localizados
na estrutura de interesse pelo nimero total de pontos na drea histoldgica (Mandarim-De-

Lacerda, 2003). Nas se¢des coradas com PAS, Tricromico de Masson e Picrosirius, a propor¢ao
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de glicogénio, tecido conjuntivo e coldgeno, respectivamente, foi realizada por contagem de
pixels. Para andlise de Picrosirius, foi utilizado um microscopio 6ptico de luz polarizada. J4 o
numero de mastdcitos foi quantificado de acordo com a relacdo da quantidade de mastdcitos
pela drea total, tendo sido analisados dez campos histoldgicos aleatoriamente. Todas as anélises

estereoldgicas foram realizadas no software ImageJ (National Institutes of Health).

4.8 Ensaio de atividade enzimdtica e marcadores de dano oxidativo

Para andlise das enzimas antioxidantes, 100mg de figado por animal foram
homogeneizadas em 1ml de solu¢do salina tamponada com fosfato, centrifugadas a 4000 g a
5°C por 10 min. A partir do sobrenadante obtido foram realizadas as anédlises das atividades de
superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa S-transferase (GST), capacidade de
reducgdo férrica do plasma (FRAP), malondialdeido (MDA), 6xido nitrico (NO). O pellet foi
congelado para anélise das proteinas carboniladas (PC).

A atividade da SOD foi avaliada pelo método de pirogalol, baseado na habilidade desta
enzima de catalisar a reacdo do O2" e H>O» (Dieterich et al., 2000), enquanto CAT foi avaliada
de acordo com o método de Aebi (1984) pela mensuracdo da cinética de decomposi¢dao do
H>0:. A atividade de GST foi estimada no espectrofotdmetro a 340 nm como descrito por Habig
et al. (1974) e calculada de acordo com a formacdo de 2,4-dinitroclorobenzeno (CDNB)
conjugado com glutationa. O FRAP consiste em uma dosagem colorimétrica baseada no
principio de reducdo do complexo férrico-tripiridiltriazina (Fe**-TPTZ) em tripiridiltriazina
ferrosa (Fe?*-TPTZ) pelos antioxidantes de uma amostra.

Com a andlise de MDA foi possivel avaliar a peroxidacao lipidica com formacgao de
substancias reativas ao 4cido tiobarbitirico como descrito por Buege e Aust (1978). A
concentracdo de PC, produto da oxidacdo de proteinas, foi mensurada bioquimicamente,

baseado nos grupos carbonil da reacio com DNPH e mensurado em espectrofotometria a 370
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nm (Levine et al., 1990). A produ¢do de NO foi quantificada indiretamente pelo teor de nitrito
nos sobrenadantes do homogenato de figado, usando a reacdo padrdo de Griess (Tsikas, 2007).
Os niveis de proteina total nos 6rgaos foram determinados de acordo com Bradford (1976), e o

resultado utilizado na normalizacao da atividade das enzimas.

4.9 Atividades de ATPases total, Ca**, Mg** e Na*/K*ATPase

Fragmentos de figado congelados (100mg) foram homogeneizados em 1ml de tampao
Tris-HCI (0,1 M, pH 7,4) e centrifugado a 1.500 xg por 10min a 4°C. O sobrenadante foi
utilizado para a determinacdo de ATPase Total (Evans, 1969), Ca’* (Hjertén e Pan, 1983),
Na*/K* (Bonting et al., 1962) e Mg>* (Ohnishi et al., 1982). A solu¢do de ATP (0,01 M) foi
utilizada como substrato para gerar fosfato livre pela atividade de ATPases. Foi adicionado 500
pL de TCA 10% para interromper a reagdo. Os tubos foram centrifugados a 1.500 xg por 10
min. O sobrenadante foi usado para medir o teor de fésforo usando um kit bioquimico (Bioclin
Laboratories, Belo Horizonte, MG, Brasil) conforme descrito nas instru¢des do fabricante. A

atividade de ATPase foi expressa em pg de fésforo/min/miligrama de proteina.

4.10 Andlise estatistica

Os resultados tiveram sua normalidade avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Em
seguida, eles foram submetidos ao teste de andlise de varidncia unidirecional (one way
ANOVA), sendo as médias comparadas pelo teste post hoc de Tukey. Tanto a anélise estatistica
quanto a elaboracdo dos graficos foram feitas utilizando o GraphPad Prism 7.0 (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, EUA). As diferencas foram significativas quando p < 0,05. Os

resultados foram expressos como média + desvio padrao da média (DP).
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S. Resultados
5.1 Consumo didrio dos compostos quimicos de arsénio e niquel

Animais intoxicados com arsénio ingeriram 0,12 + 0,01 mg de arsénio Kg'1 de peso
corporal/dia. J4 animais intoxicados com niquel ingeriram 0,78 + 0,05 mg de niquel Kg! de
peso corporal/dia. Animais expostos aos dois compostos simultaneamente ingeriram 0,11 +
0,01 mg de arsénio e 0,79 + 0,06 mg de niquel Kg™!' de peso corporal/dia. Houve aumento da
proporcdo de arsénio em animais do grupo arsé€nio e com coexposi¢cdo comparados aos animais
controle e aqueles que receberam somente niquel (p < 0,05; Figura 1A). Ratos do grupo niquel
e da coexposi¢do apresentaram aumento na propor¢do de niquel quando comparados aos
animais dos grupos controle e arsénio (p < 0,05; Figura 1B). Sinais clinicos toxicoldgicos como
perda de peso, lesOes cutianeas e sangramentos aparentes ndo foram observados em nenhum dos

animais durante o periodo experimental.
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Figura 1. Proporg¢do de arsénio e niquel presente no figado de ratos Wistar expostos aos metais
por 70 dias. As = 1 mg L! de arsénio. Ni = 7 mg L! de niquel; As+Ni = 1 mg L' de arsénio e
7 mg L! de niquel. **Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas entre

os grupos (ANOVA e teste de Tukey; p < 0,05). (n = 5 animais/grupo).
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5.2 Pardametros biométricos e bioquimicos

O peso corporal, peso absoluto e volume do figado ndo apresentaram diferenca
significativa entre os animais (p > 0,05; Tabela 1). O indice hepatossomadtico foi menor em
animais expostos ao niquel quando comparados com ratos controle (p < 0,05; Tabela 1). O
conteiido de dgua no figado ndo diferiu entre animais dos grupos experimentais (p > 0,05;
Tabela 1). Os resultados da anélise bioquimica mostraram que as concentracgdes séricas de ALT,
AST e ALP ndo apresentaram diferengas significativas entre animais dos grupos experimentais

(p > 0,05; Tabela 1).



Tabela 1. Pardmetros biométricos e enzimdticos séricos de ratos Wistar adultos expostos ao arsénio e niquel na d4gua de beber por 70 dias.
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Parametros Controle As Ni As + Ni
Peso corporal (g) 399,34 + 9,49% 436,31 +7,48° 438,20 + 12,81% 436,80 + 16,76
Peso do figado (g) 15,22 +0,45? 15,90 £ 0,67% 14,15 £ 0,46* 16,09 + 0,86
Indice hepatossomatico (%) 3,81 +0,09? 3,65+0,16® 3,24 +0,12° 3,68 +0,13%
Volume do figado (mL) 44,00 +0,53% 45,43 +0,71* 44,00 + 0,87* 45,43 +(,84*
Contetdo de dgua (mL/g) 0,69 +0,01* 0,69 +0,01* 0,69 +0,01* 0,68 + 0,00%
ALT (U/L) 49,00 + 3,72% 49,60 + 2,94% 51,80 +3,33% 47,00 + 1,38%
AST (U/L) 70,03 +2,67° 86,00 + 10,23* 89,80 + 8,85? 82,00 +2,81?
ALP (U/L) 174,01 + 23,272 231,01 £ 19,67% 209,80 + 19,74% 171,40 + 11,46%

Média + DP. As = 1 mg L' de arsénio. Ni = 7 mg L'! de niquel; As+Ni = 1 mg L' de arsénio e 7 mg L' de niquel. *"Letras diferentes na mesma

linha indicam diferencas significativas entre os grupos (ANOVA e teste de Tukey; p < 0,05). (n = 5 animais/grupo).
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5.3 Andlises histologicas, estereologicas e histoquimicas

Ao analisar as 1aminas histoldgicas coradas com HE qualitativamente em microscépio
optico foi observado histologia normal do parénquima hepatico dos animais do grupo controle
(Fig. 2 A, B, C). O parénquima apresenta-se organizado por hepatdcitos em cordoes,
apresentando um ou dois nucleos arredondados. Entre os corddes de células observou-se a
presenca de capilares sinusoides que irradiam dos e para os vasos sanguineos. Os animais dos
grupos expostos com metais apresentaram alteragdes no parénquima do figado, tendo sua
organizacdo comprometida. Apesar dos hepatdcitos ainda estarem organizados em corddes
entremeados por capilares sinusoidais, os mesmos apresentavam excesso dgua distribuida
uniformemente em seu citoplasma (Fig. 2 D, E, H, K). Também foi percebida a presenca
abundante de hemadcias nos vasos sanguineos e capilares, além de focos de infiltrado
inflamatorio (Fig. 2 E, [, K, L).

ApOs esta primeira andlise, as laminas histolégicas foram revistas em busca de
quantificar a presenga destes processos patolégicos. Como mencionado na metodologia, os
achados histolégicos foram agrupados de acordo com a frequéncia vista em microscopia de luz
e estdo presentes na Tabela 2. Nos animais do grupo controle foram observadas leves alteracdes
de congestao e infiltrado inflamatério (Tabela 2; Fig. 2 A, B, C). Os animais expostos ao arsénio
apresentaram presenca moderada de congestdo, leve de hemorragia, moderada de infiltrado
inflamatorio e alteracdo grave de degeneragao hidrépica (Tabela 2; Fig. 2 D, E, F). J4 os animais
do grupo exposto ao niquel apresentaram alteracdes moderadas de congestdo, leve presenca de
hemorragia e moderado infiltrado inflamatério e degeneracao hidrépica (Tabela 2; Fig. G, H,
J). Por fim, os animais do grupo da coexposicdo apresentaram intensa congestao vascular,
presenca leve de hemorragia, intenso infiltrado inflamatério e degeneracdo hidrépica (Tabela

2; Fig. 2J, K, L).
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Tabela 2. Histopatologia do figado de ratos Wistar adultos expostos ao arsénio e niquel na dgua

de beber por 70 dias.

Parametros Controle As Ni As + Ni
Congestao + ++ ++ +++
Hemorragia - + + +
Infiltrado inflamatério + ++ ++ +++
Degeneragdo hidrépica - +++ ++ +++

Auséncia de alteracdes histoldgicas (-), ocorréncia de alteragdes leves (+), ocorréncia de

alteracdes moderadas (++), e alteracdes graves (+++). As = 1 mg L' de arsénio,Ni=7 mg L~

! de niquel; As+Ni = 1 mg L' de arsénio e 7 mg L! de niquel. (n = 5 ratos/grupo).
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As andlises estereoldgicas do figado mostraram que a propor¢do do niicleo diminuiu em
animais do grupo arsénio em comparacao aos outros grupos (p < 0,05; Tabela 3). J4 a propor¢cao
de citoplasma foi menor em animais expostos aos dois metais, arsénio e niquel, em relagcao aos
demais animais (p < 0,05; Tabela 3). A proporcao de hepatdcitos diminuiu nos trés grupos de
animais intoxicados com metais téxicos em relacdo ao grupo controle, sendo esta redugdo
intensificada quando ocorreu a coexposic¢ao de arsénio e niquel (p < 0,05; Tabela 3). Quanto a
proporcao de capilares sinusoides e vasos sanguineos, houve um aumento em ratos do grupo da
coexposi¢do quando comparado com os animais do grupo controle (p < 0,05; Tabela 3). Por

fim, a propor¢do de macréfagos nao alterou nos grupos experimentais (p > 0,05; Tabela 3).
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Tabela 3. Proporciao dos componentes do parénquima hepético de ratos Wistar adultos expostos ao arsénio e niquel na d4gua de beber por 70 dias.

As

Ni

As + Ni

Parametros Controle

Niucleos (%) 8,73 £ 0,3687*
Citoplasma (%) 63,65 +0,6165?
Hepatdcitos (%) 72,38 +0,30972
Capilares sinusoides (%) 25,11 +£0,4148?
Macrofagos (%) 1,03 +0,1113%
Vasos sanguineos (%) 1,37 +0,5276%

5,33 £0,1976°
60,76 + 1,515%
65,82 + 1,505°
26,65 + 0,6094%
1,06 +0,1297*

6,15 +0,8026*

8,21 +0,5370°

58,43 +1,558*

66,55 + 1,069°
27,31 +0,7236%
1,35 +£0,09132%

3,91 +1,438®

7,55 +0,4629%
52,18 +1,574°
59,73 £1,763°
29,54 +1,105°
1,63 + 0,08944?

9,05 +2,566°

Média + DP. **“Letras diferentes na mesma linha indicam diferengas significativas entre os grupos (ANOVA e teste de Tukey; p < 0,05). (n =5

animais/grupo). As = 1 mgL! de arsénio; Ni = 7 mgL! de niquel; As+Ni = 1 mgL"' de arsénio e 7 mgL"' de niquel.
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Controle

As

As + Ni

Figura 2. Fotomicrografias do parénquima hepdtico de ratos Wistar submetidos a coexposi¢ao
subcronica de arsénio e niquel na dgua de beber por 70 dias. A, B, C retratam o parénquima
hepdtico intacto, composto por hepatdcitos (seta vermelha) organizados em corddes,
entremeados por capilares sinusoides (seta amarela). H4 a presenca de vasos sanguineos com
Iimen desobstruido (estrela). As figuras D, E, e F, sdo compostas por fotomicrografias do
parénquima de animais desafiados pela exposicio ao arsénio. E possivel observar a presenca de
congestdo vascular (asterisco), infiltrado inflamatério (seta preta) e degeneragdo hidrépica no
citoplasma dos hepatdcitos (cabeca de seta). Nas fotomicrografias G, H e I, observamos o

parénquima do figado de animais expostos ao niquel, sendo visivel congestdo de vasos,
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hemorragia (seta verde), infiltrado inflamatério e degeneracdo hidrépica. Nas figuras J, Ke L,
o parénquima de animais desafiados com a coexposi¢do entre arsénio e niquel, revelam a
presenca de congestdo, hemorragia, infiltrado inflamatério e degeneracao hidrépica. As = 1 mg

L! de arsénio; Ni = 7 mg L' de niquel; As+Ni = 1 mg L' de arsénio e 7 mg L' de niquel.

As andlises histoquimicas indicaram aumento do nimero de mastdcitos nos animais do
grupo exposto com niquel e com arsénio+niquel em comparag¢do aos animais do controle (p <
0,05; Fig. 3T). A porcentagem de glicogénio aumentou em ratos intoxicados com
arsénio+niquel comparado aos animais dos outros grupos (p < 0,05; Fig. 3Q). Nas coloracoes
especiais para a quantificacio de coldgeno, a porcentagem de coldgeno I analisado na coloragdo
de Picrosirius aumentou nos animais da coexposi¢do em comparacao aos animais do grupo
controle (p < 0,05; Fig. 3R), enquanto a porcentagem de tecido conjuntivo, pela coloracao de
Tricromio de Masson, apresentou um aumento no grupo arsénio e niquel quando comparado

aos animais do grupo controle e aos animais que receberam apenas niquel (p < 0,05; Fig. 3S).
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Figura 3. Fotomicrografias do parénquima hepdtico de ratos Wistar submetidos a coexposicao
de arsénio e niquel na dgua de beber por 70 dias. A, B, C e D revelam o parénquima hepético
corado pela colora¢do de 4cido periddico-Schiff (PAS), revelando agregados de glicogénio,
apontados pelas setas pretas, grafico Q. As fotomicrografias em E, F, G e H mostram o
parénquima hepatico corado por Picrosirius e visto sob luz polarizada, revelando a presenca de
coldgeno (setas brancas), grafico R. De forma similar, as figuras I, J, K e L destacam o coldgeno
em azul pela coloracdo de Tricrdmico de Masson, grifico S. M, N, O e P revelam a presenca
de mastocitos (setas vermelhas) pela coloracdo de azul de toluidina modificado no parénquima
hepdtico dos animais, gréfico T. Estrela: vasos sanguineos. Média + DP. *®Letras diferentes na
mesma linha indicam diferencas significativas entre os grupos (ANOVA e teste de Tukey; p <
0,05). (n = 5 animais/grupo) As = 1 mg L"! de arsénio, Ni = 7 mg L"! de niquel; As+Ni = 1 mg

L' de arsénio e 7 mg L' de niquel.
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5.4 Atividade de ATPase total, Ca**, Mg** e Na*/K* ATPases

A atividade de ATPase total foi menor em animais dos grupos niquel e arsénio+niquel
que animais do grupo controle (p < 0,05; Tabela 4). Animais expostos apenas ao niquel
apresentaram atividade aumentada de bomba Ca’** ATPase no tecido hepitico quando
comparados com animais que tiveram acesso apenas ao arsénio e aos dois metais
simultaneamente, porém foram todos semelhantes ao grupo controle (p < 0,05; Tabela 4). J4 a

atividade de Na*/K* e Mg** ATPases ndo diferiram entre os grupos experimentais (p > 0,05;

Tabela 4).

5.5 Atividade das enzimas antioxidantes e marcadores do estresse oxidativo

Nao foram observadas alteracdes na atividade da enzima SOD (p > 0,05; Fig. 4A). A
atividade de CAT foi menor em animais que ingeriram niquel e a combinacao arsénio+niquel,
sendo esta reducao mais intensa neste ultimo grupo (p < 0,05; Fig. 4B). Ja a atividade de GST
foi menor em animais expostos ao arsénio+niquel que em ratos intoxicados apenas com niquel,
mas ambos nao diferiram do contole (p < 0,05; Fig. 4C). A produg¢do de NO foi maior em
animais intoxicados com arsénio+niquel que em ratos controles (p < 0,05; Fig. 4D). Além disso,
a produc¢do de PC foi maior em ratos expostos ao niquel que em ratos controles (p < 0,05; Fig.
4F). Os niveis de MDA e FRAP ndo diferiram entre os grupos experimentais (p > 0,05; Fig.

4E, G).
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Tabela 4. Atividade enzimética de ATPase total, Ca** Mngr e Na*/K* ATPases no figado de ratos Wistar adultos expostos a arsénio e niquel, na

dgua de beber por 70 dias.

Parametros

Controle As Ni As + Ni
(Pi/min/mg/proteina)
ATPase total 0,026 +0,001? 0,024 +0,0012 0,023 + 0,0002° 0,02187 + 0,0006°
Ca** ATPase 0,008 + 0,0001%° 0,008 + 0,0003? 0,009 + 0,0002° 0,007 = 0,00022
Na*/K* ATPase 0,011 + 0,00052 0,012 + 0,0006* 0,012 + 0,00052 0,011 +0,0003?
Mg2+ ATPase 0,010 = 0,00022 0,009 + 0,0006* 0,010 = 0,00052 0,009 + 0,00022

Média + DP. As = 1 mg L' de arsénio. Ni = 7 mg L'! de niquel; As+Ni = 1 mg L' de arsénio e 7 mg L' de niquel. *Letras diferentes na mesma

linha indicam diferencas significativas entre os grupos (ANOVA e teste de Tukey; P < 0,05). (n = 5 animais/grupo).
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Figura 4. Efeitos da exposi¢c@o ao arsénio e niquel sobre atividades de enzimas antioxidantes,
produtos do estresse oxidativo e capacidade antioxidante total em figado de ratos Wistar. SOD
= superdxido dismutase; CAT = catalase; GST = glutationa S-transferase; NO = 6xido nitrico;
MDA = malondialdeido; PC = proteina carbonilada; FRAP = capacidade antioxidante total. As
=1 mg L! de arsénio, Ni = 7 mg L' de niquel; As+Ni = 1 mg L' de arsénio e 7 mg L'! de
niquel. Média + DP. “>“Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas entre

os grupos (ANOVA e teste de Tukey; P < 0,05). (n = 5 animais/grupo).
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6. Discussao

O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da ingestdo oral de arsénio e
niquel sobre pardmetros morfolégicos e funcionais do figado de ratos adultos. Diante o desafio
da coexposicdo, este 6rgao apresentou alteracdes histoldgicas, como ocorréncia de congestao,
infiltrado inflamatério e degeneracdo hidrdpica, alteracdes na propor¢do de componentes do
parénquima hepético e na atividade de enzimas antioxidantes e de ATPases. O contato com a
mistura de metais toéxicos também provocou bioacumula¢ido de arsénio e niquel no tecido
hepatico, aumento na proporc¢do de glicogénio em hepatdcitos, além do aumento na propor¢ao
de coldgeno e mastocitos. No entanto, as concentracdes ofertadas por 70 dias ndo causaram
prejuizo a parametros biométricos e bioquimicos séricos relacionados a enzimas marcadoras da
funcionalidade hepética.

Os resultados mostraram um aumento na propor¢do de arsénio e niquel no figado de
animais que ingeriram os compostos quimicos, tanto de forma simultinea quanto isolada. O
figado, por ser o principal local de desintoxica¢do do corpo, torna-se um agente central em
processos toxicoldgicos (Cullen e Stalker, 2016). Neste 6rgao, por exemplo, o arsénio passa por
processos de redugdo e metilacdo como forma de minimizar seu potencial téxico, ao converte-
lo em um composto arsénico metilado. Isso porque o figado expressa a enzima metiltransferase
responsavel por esta reacdo quimica (Styblo et al., 2021). No entanto, estudos atuais tém
mostrado que a metilagdo do arsénio pode aumentar a toxicidade deste metaloide no organismo
ao invés de reduzi-la (Zheng et al., 2014). J4 o niquel, apds ser absorvido pelo intestino, pode
ser transportado no sangue para o figado e outros 6rgaos, ligado a albumina, acumulando nos
tecidos por meio da ligacdo a metaloproteinases (Yang et al., 2021). Existe uma controvérsia
com relag@o ao papel do niquel no organismo de mamiferos. A essencialidade do niquel parece

existir em organismos como plantas, bactérias e invertebrados, mas nao ha relatos de que sua
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deficiéncia cause sindromes em humanos ou que inative proteinas, ao atuar como cofator
enzimatico (Tokar et al., 2013).

A presenca de metais ndo biodegraddveis pode causar um comprometimento das
funcdes hepéticas, principalmente quando em altas concentracdes (Klaassen e Watkins, 2012).
Os mecanismos de acdo de metais toxicos como arsénio e niquel nos sistemas bioldgicos
geralmente envolvem desencadeamento do estresse oxidativo, inativacdo de enzimas e
desconfiguragdo estrutural de proteinas e competicdo com elementos essenciais por sitios de
ligacdo (Tokar et al., 2013; Machado-Neves, 2021). No presente estudo, porém, pode-se sugerir
que o comprometimento hepatico € inicial, ao considerar que nao foram encontradas alteracdes
significativas dos pesos absoluto e relativo do figado. Vale lembrar que esses animais também
ndo apresentaram alteracdes no peso corporal quando receberam simultaneamente arsénio e
niquel. Essa ndo alteracdo no indice hepatossomatico, mesmo com aumento da proporcao de
fibras coldgenas, pode ser em decorréncia da presenca de degeneracdo hidrépica. O indice
hepatossomatico é um bom indicativo da saide do 6rgdo (Singh et al., 2015). Tal indice esteve
diminuido nos animais que receberam apenas niquel, o que reflete a tendéncia a diminuicao do
peso do 6rgao ndo acompanhando a tendéncia ao aumento do peso corporal, ou seja, uma menor
representatividade hepdtica no organismo, o que poderia repercutir na sua menor
funcionalidade.

Embora ndo apresentassem alteracOes biométricas, animais que ingeriram
simultaneamente arsénio e niquel apresentaram alteracdes histoldgicas e estereoldgicas no
figado. O aumento observado na propor¢ao dos capilares sinusoides, por exemplo, se refletiu
na ocorréncia de dilatacdo do Iimen sinusoidal. Ainda, a exposi¢ao simultanea aos dois metais
reduziu o percentual de citoplasma dos hepatdcitos que, consequentemente, pode ter
influenciado na reducdo do percentual deste tipo celular em ratos intoxicados e proporcionou

espaco para o aumento da proporcao de capilares sinusoides. Este achado € relevante, uma vez
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que os capilares desempenham um papel fundamental no fornecimento de fluxo sanguineo para
hepatdcitos, principalmente durante a regeneracao hepdtica (Souza et al., 2018). Além disso, o
aumento da proporcao de vasos sanguineos observado pode ser consequéncia da ocorréncia de
congestdo, que estd associada a proeminéncia da veia central (Alvarez et al., 2011). Esses
distirbios vasculares podem ser responsaveis pela presenca de infiltrado inflamatdério associado
a congestdo vascular, aumento da proporcdo sinusoidal e elevado nimero de mastdcitos
(Marzano et al., 2015; Souza et al.,, 2018). Ainda com relagdo as respostas vasculares,
observamos aumento nos niveis de NO. A NO sintase catalisa a produ¢cdo de NO, que serve
como molécula mensageira para processos fisioldgicos, como vasodilatacdo (Ahmad et al.,
2018). Apesar de ndo terem sido observadas alteragdes significativas no conteido de dgua no
figado de ratos expostos simultaneamente ao arsénio e niquel, observou-se a ocorréncia de
degeneracao hidropica, o que pode indicar comprometimento no sistema de transporte da
membrana celular com excesso de dgua dentro das células (Susilo et al., 2019).

Alteracdes histoldgicas e esterealdgicas também ocorreram nos animais expostos aos
metais isoladamente, porém geralmente de forma menos expressiva, a exemplo da diminuicao
do percentual de hepatdcitos. Os animais que ingeriram somente arsénio apresentaram
alteracdes histolégicas no figado, como congestdo, infiltrado inflamatério e degeneracao
hidrépica. Dentre os compostos inorganicos de arsénio, o arsenito é considerado o mais téxico
por ter uma forte afinidade aos grupos tiois presentes em acidos nucleicos, lipideos e proteinas,
inibindo a atividade de enzimas como GST, e promovendo estresse oxidativo (Neves et al.,
2004; Hirano, 2020; Machado-Neves, 2021). Alguns estudos reportaram efeitos deletérios do
arsénio sobre parAmetros hepiticos, apds ingestio do arsénio na concentragio de 10 mg L!
(Souza et al., 2018) e 3,2 mg L' (Santra et al., 2000). Apesar da sua alta toxicidade, a
concentracido de 1 mg L' ndo resultou em alteragdes significativas na maioria dos parimetros

aqui avaliados, como observado em 6rgaos reprodutores masculinos de animais pré-puberes
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(Couto-Santos et al., 2020) e coracado (Souza et al., 2020). Os animais que receberam somente
niquel também apresentaram altera¢des histopatoldgicas como a presenga de congestdo,
infiltrado inflamatdrio e degeneracdo hidrépica, além de aumento na propor¢ao de mastdcitos
e desbalango nas atividades antioxidante e enzimatica.

Nossos resultados indicaram aumento da porcentagem de glicogénio, coldgeno e tecido
conjuntivo em animais do grupo arsé€nio+niquel. Segundo Rogers et al. (2002), o acimulo
intracelular de glicogénio hepatico pode ser um sinal de hepatotoxicidade ou perturbag¢do no
metabolismo de carboidratos. J4 o acimulo de coldgeno margeando vasos e capilares pode ser
uma caracteristica importante da resposta hepdtica a lesdes infecciosas, toxicas ou metabdlicas
(Friedman, 1990). O acumulo dos metais no orgao pode induzir uma deposicao inicial de
colageno, mesmo que ndo haja aumento no peso do 6rgdo. J4 o aumento da porcentagem de
tecido conjuntivo ao redor de veias, antecedido de processo apoptotico, pode estar relacionado
a fibrose, caracterizada especialmente pela deposicao de coldgeno do tipo I (Rauterberg et al.,
1981). Evidéncias clinicas de fibrose devido ao consumo de arsénio foram relatadas
anteriormente por Datta et al. (1979) e Guha Mazumder et al. (1988). J4 estudos como o de
Chang et al. (2016) observaram fibrose em decorréncia da exposi¢ao a compostos de niquel,
devido a relacdo entre cloreto de niquel e a supressdo de prolidase, uma enzima que participa
da degradacdo de coldgeno. Como consequéncia, ocorre um aumento da incorporacdo de
prolina, aminodcido relacionado a formacgao de coldgeno (Miltyk et al., 2005). O aumento de
fibras de coldgeno pode dificultar a remodelacdo vascular, o que pode resultar em problemas
na comunicagdo entre os componentes do parénquima e prejuizos a fung¢ao do 6rgao (Mouro et
al., 2019). J4 a andlise bioquimica do soro de animais intoxicados isolada ou simultaneamente
pelos dois metais ndo mostrou alteracdes nas concentracdes das transaminases ALT, AST e
ALP. As transaminases sdo enzimas presentes nas células do organismo, inclusive nos

hepatdceitos. Quando as células que contém essas enzimas sofrem algum dano em sua membrana
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plasmatica, hd alteracdo na permeabilidade celular com liberagdo dessas enzimas no sangue,
aumentando suas concentracdes neste local (Reagan et al., 2012). Por isso, a mensurac¢do dos
niveis de transaminases hepdticas em estudos toxicoldgicos serve como um indicativo de lesao
hepatocelular (Novaes et al., 2012; Souza et al., 2018). Assim sendo, podemos sugerir que a
exposi¢ao ao arsénio e niquel ndo causou dano expressivo nos hepatdcitos a ponto de alterar os
niveis das transaminases.

Apesar de nao haver indicativo de dano de membrana, nossos resultados mostraram uma
diminui¢do na atividade de ATPase total em animais coexpostos aos dois metais. A diminui¢do
da atividade de ATPase total pode estar relacionada a ligacdo dos metais diretamente a estrutura
das enzimas, inativando-as. As ATPases ligadas a membrana tém papel relevante no equilibrio
osmotico, regulacdo i0nica e permeabilidade das membranas. A manutencdo das concentracoes
dos fons e da osmolaridade dos fluidos extracelulares sdo funcOes vitais do sistema de
osmorregulacdo (Dogan et al., 2015; Atli et al., 2019). Assim, os possiveis fatores atrelados a
essa diminui¢do na atividade de ATPases incluem disfun¢do na osmorregulagdo e perturbacao
da homeostase hidroeletrolitica, os quais também podem ter relacdo com a degeneracdo
hidrépica observada nos animais coexpostos aos metais. Essa alteracdo nas ATPases pode ter
ocasionado disfun¢do na distribuicio de 4gua nos compartimentos intra e extra celulares,
causando degeneracao hidrépica mesmo sem a observacdo de edema.

Além disso, animais coexpostos ao arsénio e niquel, como também aqueles expostos
somente ao niquel, apresentaram reducdo na atividade da enzima antioxidante CAT.
Considerando que ndo houve diferenca estatistica nesses animais quanto a atividade de SOD,
podemos inferir que esta enzima conseguiu converter O2” em H>O», e esse HoO> disponivel pode
ter forcado uma maior atividade de CAT, uma vez que ela age convertendo H>O> em dgua e Oy,
protegendo a célula contra os danos oxidativos gerados por H>O> (Bisht et al., 2017). Porém, o

estimulo a atividade das enzimas chegou a um nivel de exaustdo, com consequente queda de
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sua atividade. Sabe-se que tanto arsénio quanto niquel produzem um ambiente oxidativo nos
tecidos em que sao retidos (Pari et al., 2008; Wang et al., 2016), e apresentam correlagdo com
marcadores de estresse oxidativo e alteracdes na morfologia hepdtica (Novaes et al., 2012;
Cupertino et al., 2013). Essa reducdo da atividade de CAT pode ter permitido uma maior
disponibilidade do H>O: para agir sobre as proteinas celulares e consequentemente produzir PC,
que sao produtos da oxidacao de proteinas (Dalle-Donne et al., 2003). A oxida¢do de proteinas
resulta em proteinas modificadas e seu acimulo leva a alteracdes da funcdo celular (Georgescu
et al., 2018). Levine (1990) relacionou o aumento nos niveis de PC ao aumento do estresse
oxidativo, sendo a determinagdo desses biomarcadores uma abordagem para avaliacdo dos
danos de radicais livres e EROs. Aumento dos niveis de PC e redugdo na atividade da CAT
foram no presente trabalho nos animais expostos ao niquel. O estresse oxidativo causado pelo
niquel pode inibir as respostas dos sistemas antioxidantes, suprimindo atividades de enzimas
antioxidantes como a CAT (Misra et al., 1990; Rodriguez et al., 1990) e glutationa redutase
(Misra et al., 1990; Cartaid et al., 1992), como observado neste estudo. Enquanto os niveis de
PC estiveram alto no grupo exposto ao niquel, os niveis de NO estiveram alto no grupo
coexposto ao niquel e arsénio, revelando um estresse nitrosativo. O NO em condi¢des normais
atua como regulador necessdrio para resposta imune e mediador funcional, porém, em niveis
elevados € potencialmente toxico, sendo um importante marcador para o estresse nitrosativo
(Dusse et al., 2003; Pierini e Bryan, 2015). Por outro lado, ndo foi observada significativa
ocorréncia de peroxidacgdo lipidica, dado que as concentracdes de MDA nao foram alteradas, o
que suporta a hipétese de que ndo houve lesao de membrana relacionada a peroxidacao lipidica
em hepatdcitos que pudesse promover a liberagao de enzimas transaminases no sangue (Novaes
et al., 2012a,b). Assim, podemos inferir que o processo lesivo € relacionado a outra via celular,

que nao inclui via relacionada a metabolizacdo lipidica ou a sintese proteica.
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Os resultados do estresse oxidativo podem estar atrelados aos resultados de atividade
das bombas de membrana. A atividade da Na*/K*ATPase € altamente suscetivel aos radicais
livres e a peroxidagdo lipidica da membrana (Mishra et al., 1989). Assim, inferimos que a
manutengdo dos niveis de atividade de Na*/K*ATPase observada pode ter relagdio com a
também manutencdo dos niveis de MDA, ndo havendo danos significativos na membrana
lipidica. Da mesma forma, a atividade de outras ATPases também nao se alterou. Quanto a
Mg2+ATPase e Ca**ATPase, estudos anteriores mostraram que sdo menos sensiveis (Canli et

al., 2017; Canli et al., 2019; Carvalho et al., 2020).

7. Conclusao

Os resultados revelaram que a coexposi¢do ao arsénio e niquel na dgua de beber, nas
concentracodes testadas, causou modificagdes histologicas no figado de ratos Wistar adultos,
como redugdo na propor¢ao de hepatdcitos e aumento no percentual de capilares sinusoides e
vasos sanguineos, ocorréncia de congestdo, degeneracdo hidrépica e infiltrados inflamatdrios.
Além disso, o desafio da coexposicdo resultou em bioacumulacdo dos metais, com
comprometimento da atividade antioxidante, bem como da osmorregulacdo de bombas de
membrana plasmatica (ATPases). Todavia, apesar do comprometimento histolégico do
parénquima, ndo houve alteracdes nas concentragdes séricas de transaminases € no peso do
orgdo, indicando que apesar destas alteracdes observadas, a coexposi¢dao subcronica a estas

concentracdes de arsénio e niquel ndo sdo capazes de afetar totalmente a funcao do orgdo.
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