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RESUMO: Camundongos fémeas foram injetadas com 30 mg/kg de cloreto de ni-
quel, no 102 dia de gestacdo. Os animais foram sacrificados no 16° dia de gesta-
¢do, ao nascimento ou aos 3 dias de idade. Pegas englobando a area do palato
foram preparadas para anélise histolégica. Os resultados mostraram, no 162 dia
de gestacdo, o palato fechado, tecidos caracteristicos revestindo as superficies na-
sal e bucal, tecido conjuntivo na area de fusdo e tecido 6sseo mais evidente e mais
préximo a linha média nos animais controle do que nos tratados. Nos demais pe-
riodos, as caracteristicas eram semelhantes entre 0s dois grupos de animais. Con-
cluiu-se que o cloreto de niquel atrasa, reversivelmente, o processo de ossificagcdo
do palato.

PALAVRAS-CHAVE: Palato; cloreto de niquel; desenvolvimento do palato; tera-
togenicidade.

Introducéo

Nos tempos modernos, uma das grandes preocupagdes dos sistemas puU-

blicos de salde € a intoxicagéo por metais pesados, potencialmente sérios po-
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luentes nas sociedades industrializadas que desempenham um importante
papel na salide humana, e a eles tém sido atribuidas propriedades teratogéni-
cas as quais redundam na ocorréncia de malformagdes congénitas experimen-
talmente obtidas em animais de laboratério.>® O aumento numérico de
operarias na industria do niquel causa inquietacéo pela possibilidade de toxi-
cidade fetal associada a exposicéo aos compostos desse elemento quimico du-
rante o periodo de gestaco.

Foi demonstrado que o niquel, administrado em ratas prenhes,
ocasiona varios tipos de alteragdes do desenvolvimento, 0 mesmo aconte-
cendo em camundongos fémeas prenhes. '

Em relagdo ao cloreto de niquel, uma dose Unica, injetada intraperi-
tonealmente em camundongos fémeas prenhes, causou diminuicéo corporal
do feto, atraso no processo de ossificagdo do esqueleto e ainda alta incidén-
cia de malformagdes.'® A exposicio de ratas prenhes a vapores de Ni(CO),,
no 7° ou no 82 dias de gestagao, provocou anoftalmia e microftalmia.?+2

O proposito deste trabalho foi verificar o efeito do cloreto de niquel ad-
ministrado intraperitonealmene, durante o periodo de gestacdo, sobre o fe-
chamento do palato em filhotes de camundongos.

11,18,27

Material e método

Camundongos fémeas (Mus musculus), albinas, foram acasaladas com
machos da mesma espécie com aproximadamente 60 dias de idade e a iden-
tificacéo do plug vaginal indicou o dia zero da gestacéo.

Os cuidados com os camundongos foram tomados diariamente e 0s ani-
mais tratados com racdo granulada e 4gua & vontade.

Os animais foram divididos em dois grupos: grupo controle e grupo tra-
tado.

Grupo controle

Os camundongos fémeas do grupo controle, no 10° dia de gestagéo, re-
ceberam uma Unica injecdo intraperitoneal de soro fisiologico em volume
correspondente ao administrado aos animais do grupo tratado.

Os animais do grupo controle foram sacrificados no 162 dia de gestacéo,
logo ap6s o nascimento ou aos 3 dias de idade; o sacrificio foi feito por des-
locamento cervical.
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Grupo tratado

Os camundongos fémeas pertencentes ao grupo dos animais tratados re-
ceberam uma injecdo intraperitoneal de 30 mg de cloreto de niquel por qui-
lograma de peso corporal do animal.

As fémeas prenhes foram injetadas com cloreto de niquel no 102 dia de
gestacdo.

Os animais foram sacrificados no 162 dia de gestacdo, ao nascimento ou
aos 3 dias de idade; os sacrificios foram feitos por deslocamento cervical.

Ap6s o sacrificio, os animais foram fixados em solucéo de formol a
10% e decapitados, e as cabecas foram submetidas a descalcificagdo em aci-
do férmico e citrato de sodio em partes iguais.'® Apds a descalcificacio, por
cerca de 15 dias com 3 trocas da solucéo descalcificadora, as cabegas foram
reduzidas a segmentos contendo a area para estudo e incluidas em parafina
de modo a fornecerem cortes frontais. Essas pe¢as foram submetidas a mi-
crotomia e coradas pelo método da hematoxilina e eosina para exame em mi-
croscopia de luz. Foi considerada como elemento referencial para analise
dos cortes histolégicos a presenga dos germes dentais dos molares e dos glo-
bos oculares.

Resultado
Grupo Controle

Animais com 16 dias de vida intra-uterina

Aos 16 dias de vida intra-uterina, o palato dos filhotes do grupo controle
apresentou-se fechado completamente, com tecido epitelial pavimentoso es-
tratificado delgado, do lado da cavidade bucal e tecido epitelial pseudo-estra-
tificado cilindrico ciliado do lado da cavidade nasal. Em razdo do nivel de
corte, identificava-se a presenca de tecido conjuntivo ricamente celularizado
na area central do palato, isto é, na linha de fusdo, sem, entretanto, identifi-
car-se a presenca de tecido epitelial. De ambos os lados da linha média, a uma
certa distancia desta, havia o inicio da formagéo de tecido 6sseo proveniente
das porcBes laterais aos processos palatinos. A formagéo do tecido 6sseo si-
tuava-se a meia distancia entre a linha média e extremidade lateral do palato;
nao havia reminiscéncia das células epiteliais de revestimento das cristas pa-
latinas.
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Por causa da profundidade de corte, podia-se verificar a presenca de um
espaco entre as estruturas préprias do palato e o septo nasal, ou haver uma
justaposicdo entre as partes dessas duas estruturas. Os tecidos epiteliais de re-
vestimento das superficies bucal e nasal, ao nivel do palato, eram continuos
na sua plenitude e completamente independentes do tecido conjuntivo (ecto-
mesenquimal) situado entre eles (Figuras 1 e 2).

FIGURAS 1 e 2 — Cortes frontais de cabegas de fetos de animais controle mostrando o palato
aos 16 dias de vida intra-uterina. HE. 100X.

Animais recém-nascidos

O palato, nessa idade de desenvolvimento, apresentava-se diferente em
suas caracteristicas em relagdo as encontradas por ocasido da sua anélise aos
16 dias de vida intra-uterina.

Como ele ja estava fechado naquela idade, apenas puderam-se verificar
as seguintes caracteristicas ao nascimento: os epitélios de revestimento tan-
to da superficie bucal (pavimentoso estratificado querati-nizado) quanto da
superficie nasal (pseudo-estratificado cilindrico ciliado) estavam presentes
com suas caracteristicas confirmadas, mais espesso o do lado bucal; ao nivel
da linha média, identificava-se uma éarea de grande concentracdo celular,
aparentemente proveniente de uma proliferacéo originada da regido subepi-
telial e também, principalmente, da regido periostal; o tecido conjuntivo me-
diano estava nitidamente separado dos tecidos epiteliais de revestimento,
tanto do lado do palato quanto do lado das fossas nasais; de ambos os lados
dessa concentracéo celular mediana, que era razoavelmente larga, identifica-
va-se uma faixa de tecido 6sseo imaturo, com células jovens e matriz inter-
celular delicada; mais lateralmente, estava presente tecido 6sseo esponjoso,
mais maduro, que se estendia, lateralmente, por toda a largura do palato. Ao
nivel da linha média, os tecidos conjuntivo e dsseo e os epiteliais de revesti-
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mento estavam justapostos, e, & medida que se distanciava da linha média,
aumentava a quantidade de tecido conjuntivo frouxo entre 0 0sso e as estru-
turas de revestimento e/ou circundantes (Figuras 3 e 4).

3 4

FIGURAS 3 e 4 - Cortes frontais de cabegas de animais controle mostrando o palato ao nasci-
mento. HE. 100X.

Animais com 3 dias de idade

Aos 3 dias de idade, o palato dos animais do grupo controle apresenta-
va-se com uma area central de tecido conjuntivo muito celularizada ao nivel
da linha média.

Revestindo as superficies do palato, identificava-se a presenca de teci-
dos epiteliais pavimentoso estratificado, espesso do lado bucal e pseudo-es-
tratificado cilindrico ciliado do lado das fossas nasais. O tecido conjuntivo
situado na regido da area central do palato estava nitidamente separado dos
epitélios de revestimento das superficies palatinas e das fossas nasais. De
ambos os lados desse tecido conjuntivo da area central, embora com peque-
nas variagdes, pdde-se identificar a presenca de tecido dsseo jovem, com cé-
lulas grandes e substancia intercelular em inicio de mineralizagéo, seguido
de tecido 6sseo mais maduro com espacos medulares de varios tamanhos.
Perto da linha média, os tecidos epiteliais estavam muito proximos dos teci-
dos cojuntivo mediano e sseo; a medida que se distanciava da linha média
do palato, havia maior quantidade de tecido conjuntivo frouxo entre as su-
perficies Osseas e 0s tecidos epiteliais de revestimento. A faixa de tecido
conjuntivo na linha média do palato mostrava-se, na maioria dos casos, mais
estreita do que nos animais a época do nascimento (Figuras 5 € 6).
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FIGURAS 5 e 6 — Cortes frontais de cabecas de animais controle mostrando o palato aos trés
dias de idade. HE. 100X.

Grupo Tratado
Animais com 16 dias de vida intra-uterina

Aos 16 dias de vida intra-uterina, o palato dos animais do grupo tratado
com cloreto de niquel encontrava-se fechado, sem a presenca de células epi-
teliais remanescentes das células de revestimento dos processos palatinos e
revestido por tecidos epiteliais tipicos para as superficies bucal ou nasal. Es-
ses epitélios eram continuos em sua extensdo e delgado na superficie bucal. A
area central do palato apresentava-se com tecido conjuntivo sem solucdo de
continuidade. Os limites entre os tecidos conjuntivos que havia proporciona-
do a mesodermizacéo do palato e os epitélios de revestimento eram nitidos. A
alguma distancia da linha média, proximo as extremidades laterais do palato,
de ambos os lados, podia-se identificar o inicio do processo de ossificacdo
(Figuras 7 e 8).

Animais recém-nascidos

O palato dos animais recém-nascidos apresentava-se, embora com pe-
quenas variagdes, com uma area central composta por tecido conjuntivo bas-
tante celularizado cuja procedéncia parecia ser do tecido conjuntivo
subepitelial, mas, principalmente, do peridsteo vizinho. Esse tecido conjun-
tivo estava completamente separado dos tecidos epiteliais de revestimento
tanto do lado do palato (tecido epitelial pavimentoso estratificado), que era
razoavelmente espesso, quanto do lado das fossas nasais (tecido epitelial
pseudo-estratificado cilindrico ciliado). De ambos os lados do tecido con-
juntivo mediano, encontrava-se uma éarea de tecido 6sseo em formagéo com
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células grandes e substancia intercelular delgada; lateralmente a essas estru-
turas havia tecido 6sseo esponjoso mais maduro com espagos medulares de
varios tamanhos, o qual se estendia por toda a largura do palato. Ao nivel da
linha média, os tecidos epiteliais de revestimento de ambas as superficies do
palato estavam muito préximos do tecido conjuntivo multicelularizado e do
tecido dsseo. A medida que se afastava da linha média, aumentava a quanti-
dade de tecido conjuntivo interposto entre o tecido 6sseo em formagéo e as
superficies epiteliais (Figuras 9 e 10).

FIGURAS 7 e 8 — Cortes frontais de cabecas de fetos de animais tratados mostrando o palato
aos 16 dias de vida intra-uterina. HE. 100X

FIGURAS 9 e 10 - Cortes frontais de cabecas de animais tratados mostrando o palato ao nasci-
mento. HE. 100X.

Animais com 3 dias de idade

Aos 3 dias de idade, os animais do grupo tratado apresentavam o palato
com uma éarea central, na linha média, constituida por uma faixa estreita rica
em células conjuntivas. Revestindo as superficies do palato, identificava-se
a presenca de tecido epitelial tanto do lado bucal (pavimentoso estratifica-
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do), espesso, quanto das fossas nasais (epitélio pseudo-estratificado cilindri-
co ciliado). Esses tecidos epiteliais estavam nitidamente separados e eram
distintos dos tecidos situados entre eles. De ambos os lados do tecido con-
juntivo situado na linha média, havia uma faixa de tecido 6sseo jovem, com
células volumosas e pouca substancia intercelular; lateralmente a esse teci-
do, havia tecido 6sseo esponjoso, mais maduro, com espacos medulares de
varios tamanhos; o tecido 6sseo estendia-se, lateralmente, por toda largura
do palato; na regido central, os tecidos epiteliais de revestimento estavam
proximos tanto do tecido conjuntivo mediano quanto do tecido 6sseo para-
lateral. A medida que se distanciava da linha média, aumentava a quantidade
de tecido conjuntivo entre o tecido 6sseo do palato e os tecidos de revesti-
mento. Em razéo da profundidade do nivel do corte, apareceram variagdes
em relacéo a descricdo padrdo mencionada (Figuras 11 e 12).

FIGURAS 11 e 12 - Cortes frontais de cabecas de animais tratados mostrando o palato aos 3
dias de idade. HE. 100X.

Discussdo

O palato secundario resulta do crescimento das bordas mediais dos pro-
cessos maxilares que se fundem uma com a outra, no sentido antero-posteri-
or, acima da lingua 27 e também com o palato primario 8217 e, ainda,
com o septo nasal.>*® Quando as duas prateleiras palatinas se encontram, ha
a adesdo dos epitélios, e uma linha de unido epitelial se forma ao nivel da
linha média; para a fusdo das prateleiras palatinas ocorrer, € necessaria a eli-
minacéo da sua cobertura epitelial, > de modo que os epitélios aderentes e
suas laminas basais se rompem e sdo substituidos pelo mesénquima,? isto &,
0s ndicleos do mesénquima dos dois processos palatinos coalescem;*? o 0sso
membranoso estende-se para dentro dos processos palatinos laterais para
formar o palato duro.*®
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Falhas na sincronizagdo dos movimentos e do crescimento das cristas
palatinas podem afetar o fechamento normal do palato,® pois a base embrio-
l6gica da fenda palatina ¢ a falta de encontro e fusdo das massas mesodérmi-
cas dos processos palatino e lateral com um septo nasal e/ou com o processo
palatino mediano do palato primério;*>** drogas anticonvulsivantes admi-
nistradas durante a gravidez aumentam o risco de fenda palatina.}” Com ex-
cecdo da base, o cranio cresce por crescimento sutural que é um mecanismo
primario e ativo ao nivel das suturas e ndo um mecanismo secundario de
ajuste.?’ As atividades dos campos de crescimento residem no tecido mole
do peridsteo e do endosteo e ndo na parte dura do 0sso, uma vez que as mem-
branas e outros tecidos moles que recobrem o 0sso produzem e controlam o
crescimento 6sseo em resposta a um complexo de sinais provenientes do
funcionamento e crescimento de mdsculos e de outros 6rgédos e tecidos que
ativam os osteoblastos e osteoclastos.* O crescimento sutural € iniciado por
uma proliferacdo do tecido conjuntivo da sutura que possui trés camadas
distintas: as zonas em contato com 0s 0ss0s vizinhos consistem de tecido
conjuntivo denso e a camada média, muito mais rica em células que as ca-
madas periféricas, na qual ocorre proliferacdo celular, producéo de novas fi-
bras e de sua disposicéo funcional.?’ Enquanto a aposi¢do de novo 0sso nas
superficies suturais aumenta os 0ssos individual-mente,* o crescimento na
sutura palatina mediana prové um local para o ajuste do didmetro transverso
da face em crescimento.?

Os resultados encontrados neste trabalho mostram que, tanto nos animais
controle quanto nos animais tratados, houve uma evolugéo no processo de for-
magdo e desenvolvimento do palato secundario compativel com os dados da
literatura, pois ndo s6 as prateleiras palatinas estavam fusionadas, como havia
ocorrido a mesodermizacéo na linha de fusdo com o consequiente desapareci-
mento das células epiteliais de revestimento das superficies mediais das prate-
leiras palatinas ja aos 16 dias de vida intra-uterina. Além disso, os tecidos
epiteliais estavam diferenciados e eram tipicos para as superficies nasal ou bu-
cal que revestiam.

A discrepancia entre os resultados encontrados para 0s animais do grupo
tratado quando comparados aos do grupo controle, aos 16 dias de vida intra-
uterina, foi uma formagdo Ossea retardada, reversivel, ao nivel do palato.
Essa observagao corrobora os achados de ocorréncia de atraso na ossificagdo
fetal pelo emprego, por via intraperitoneal, embora de cloreto de zinco, na
dose de 2 mg/kg de peso corporal, nos dias 8, 9, 10 ou 11 da gestagdo em
camundongos® e também os de auséncia do aumento de malformacdes pela
administracdo intravenosa de 2 mg/kg de peso corporal de cloreto de zinco
no 8° dia de gestagdo em hamsters.®
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Paralelamente ao efeito causado pelo cloreto de zinco e descrito como
malformacao do desenvolvimento,? é descrita a ocorréncia de fenda palatina
em camundongos pelo emprego de corticosterona do 112 ao 142 dias de ges-
tago e na razéo diretamente proporcional & dose empregada’ ou atraso no
processo de fusdo sem impedi-lo;®*°® da mesma forma, substancias latirogéni-
cas ingeridas por camundongos fémeas gravidas determinaram alterag@es do
desenvolvimento dos filhotes, inclusive fendas palatinas,? observacdes que
ndo encontram apoio nos resultados encontrados neste trabalho.

Os resultados encontrados neste trabalho corroboram, por sua vez, as ob-
servacdes de auséncia de defeitos pelo uso, em estudos com embrides de gali-
nha, de sal de cloreto de niquel na dose de 0,2 mg no 42 dia de incubagdo.®
Por outro lado, foi encontrado um aumento tanto no nimero de animais re-
cém-nascidos de tamanho reduzido pela adicio de 5 ppm*® quanto de redugéo
de ganho de peso das mées e aumento de mortes perinatais de filhotes pela
administracdo de 250 ppm de cloreto de niquel na agua de beber;?! peso cor-
poral médio de fetos de ratos reduzido significativamente foi também relata-
do ante a administracéo, no 10° dia de gestacéo, por via intraperitoneal, de 30
mg/kg de peso corporal de cloreto de niquel e analisado no 20° dia de gesta-
¢4o, sem, entretanto, causar malformagdes,® com o que nossos resultados es-
tdo de acordo.

Os efeitos embriotoxicos e teratogénicos do cloreto de niquel foram
descritos em estudos realizados com camundongos,® com ratos?*2* e com
hamsters,®> podendo ocasionar morte fetal, crescimento retardado, reabsor-
cOes fetais e malformacdes de diversos tipos. Embora sem encontrar malfor-
magdes, como ja mencionado, em ratos tratados com cloreto de niquel com
dose idéntica a utilizada neste trabalho,?® com o que nossos resultados con-
cordam, € relatado que o crescimento intra-uterino e o peso dos fetos eram
menores nos animais tratados quando comparados ao dos animais controle,
fato também relatado em outros estudos realizados com ratos 2324 oy com
camundongos.°

AlteracBes graves do desenvolvimento como anoftalmia ou microftal-
mia produzidas em fetos de ratos pela exposi¢do a 0,08 a 0,3 mg de carbonil
niquel por litro de ar, por 15 minutos, no 72 ou no 8° dia de gestagio? ou
como criangas anenceféalicas ou meningomieloceles séo relatadas na litera-
tura e relacionadas a concentragdo significantemente elevada de zinco no
corddo umbilical,?” ndo encontram suporte em nossas observagdes.

Atraso no processo de ossificacdo fetal, ante uma dose Unica, intraperi-
toneal, de cloreto de niquel j4 foi relatada,'® sem, entretanto, fazer mencéo a
reversibilidade desse processo retardado, além de estar associado a uma alta
incidéncia de malformag@es, com 0 que nossos resultados ndo concordam.
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Os resultados encontrados neste trabalho permitem admitir que o clore-
to de niquel administrado intraperitonealmente atravessa a barreira placen-
taria e interfere no processo de ossificacdo fetal, o que, alias, é opinido
comum entre os autores,>10-11:24

Deve ser salientado, também, que a ocorréncia de malformagdes do de-
senvolvimento é relatada em muitos casos, mas ndo pode ser descartada a
descrigdo de auséncia desse tipo de anomalia do desenvolvimento em condi-
¢Oes estritamente iguais as utilizadas neste trabalho.?®

Nenhum autor, também, faz menc&o a reversibilidade do processo retar-
dado como verificado em nossos resultados. Outra observacgéo que merece
destaque é a andlise da linha de jun¢éo das cristas palatinas que se mostra-
ram plenamente fusionadas com a persisténcia na linha média de uma faixa
de células que continua demarcando, pela sua posicdo, a regido de fuséo®
que, entretanto, pelas suas caracteristicas histoldgicas e pelas modificaces
que apresenta nas suas superficies laterais, deve ser considerada, como real-
mente ela é, uma area de crescimento sutural.+%

Conclusao

Nas condigOes experimentais deste trabalho, com base nos resultados
encontrados, pode-se concluir que o cloreto de niquel interfere de maneira
reversivel no processo de ossificagdo do palato sem causar malformagdes
aparentes.
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HETEM, S. et al. Effect of nickel chloride on palate closure. Rev. Odontol. UNESP
(S&o Paulo), v. 31, n.2, p.285-298, 2002.

m ABSTRACT: Female mice were injected with 30 mg/kg of body weight with nickel
chloride at the day 10 of pregnancy. The animals were sacrificed at day 16 of ges-
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tation, at birth or 3 days old. Pieces comprising the palatal area were prepared
fort light microscope analysis. The results showed the palate shelves fusioned at
the 16 " day of gestational period, typical epithelia covering the nasal and buccal
surfaces, connective tissue at the fusion region and bony tissue more conspicuous
and near of the midle line in the control animals than in the treated ones. On the
other observation periods, all the characteristics were indistinguishable between
control and treated animals. Thus, it was concluded that nickel chloride revers-
ibly delays the ossification process of the palate.

KEYWORDS: Palate; nickel chloride; palate fusion; teratogenicity.
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