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RESUMO

Embrides de aves sao utilizados como modelo na embriologia experimental, pois
apresentam diversas vantagens quando comparados com embrides de mamiferos.
O manganés é um micronutriente essencial, porém, quando exposto a niveis
elevados no organismo resulta em uma desordem neurolégica e sintomas
neuropsiquiatrico conhecido como “manganismo”. Considerando a possibilidade da
continua exposicao da populacdo aos compostos com manganés, buscou-se neste
estudo avaliar morfologicamente o efeito toxicoldgico do cloreto de manganés em
diferentes estadios do desenvolvimento embrionario de Gallus gallus, expostos a
diferentes concentragdes. Ovos embrionados foram divididos em quatro grupos
experimentais: 1) Grupo controle A, ovos permaneceram fechados, sem
intervencgdes, 2) Grupo controle B, onde os ovos foram injetados com PBS (solucéo
salina tamponada com fosfato, veiculo do contaminante injetado na camara de ar),
3) Grupos 3 e 4 foram expostos ao cloreto de manganés, nas concentracdes de 50
UM e 100 puM. Todos os ovos foram incubados durante 3 ou 7 dias. Os embrides de
3 dias foram coletados, fixados em Carnoy, corados com Carmalimen de Mayer e
montados em lamina histolégica, os embribes de 7 dias foram coletados, fixados em
solucdo ALFAC e preservados em alcool 70% para posterior analise. Os resultados
demonstraram que os embrides de Gallus gallus expostos ao cloreto de manganés
em ambas concentragcdes apresentam atraso no desenvolvimento embrionario e
malformac¢Bes quando comparados com 0s dos grupos controles A e B. O cloreto de
manganés, nas doses utilizadas, apresentou efeito teratogénico, levando a
alteracdes principalmente no desenvolvimento do encéfalo. Sugere-se a realizacao
de estudos adicionais, em outros estadios de desenvolvimento, inclusive apos a
eclosdo e outros modelos experimentais contribuirdo para o melhor entendimento
dos efeitos do cloreto de manganés.

Palavras chave: Gallus gallus, cloreto de manganés, desenvolvimento embrionario;
analise morfologica.



ABSTRACT

Avian embryos are used as model in experimental embryology, since they have
several advantages when compared to mammalian embryos. Manganese is an
essential micronutrient, but when exposed to high levels in the body results in a
neurological disorder and neuropsychiatric symptoms known as "manganism.”
Considering the possibility of continued public exposure to manganese compounds,
this study sought to morphologically evaluate the toxic effects of manganese chloride
at different stages of embryonic development of Gallus gallus, exposed to different
concentrations. Fertilized eggs were used, divided into four experimental groups: 1)
The control group, eggs were closed without intervention, 2) Control group B, where
the eggs were injected with PBS (vehicle of the contaminant injected in the air
chamber), 3) Groups 3 and 4 were exposed to manganese chloride at concentrations
of 50 yM and 100uM. After exposure the eggs were incubated for 3 to 7 days. The 3-
day embryos were fixed in Carnoy, stained with Mayer's Carmalimen and stretched
on slides, embryos were fixed in 7 days ALFAC solution and preserved in 70%
ethanol for future analysis. The results showed that embryos of Gallus gallus
exposed to manganese chloride in both concentrations, and variations present
delayed when compared with the control group A and B. The manganese chloride at
the doses used produced a teratogenic effect, particularly with alterations in brain
development. It is suggested that further studies in other stages of development,
including after eclosion and other experimental models will contribute to better
understanding of effects of manganese chloride.

Key-words: Gallus gallus. Manganese Chloride. Embryonic development.
Morphological analysis.
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1 INTRODUCAO

1.1 EMBRIOES DE AVES COMO MODELO ANIMAL.

O conjunto similar de estadios de desenvolvimento entre embrides de
vertebrados possibilita a utilizacdo de organismos modelos na embriologia
experimental. Embrides de aves sao amplamente utilizados como modelo
experimental, pois os ovos fertilizados sdo faceis de serem obtidos, as observacdes
e manipulacdes podem ser feitas apenas abrindo-se o ovo, com a possibilidade de
acompanhamento diario em laboratério, e sem que haja interferéncia de fatores
maternos. Além disto, o embrido de galinha apresenta desenvolvimento
relativamente curto (21 dias), 0s ovos sao ricos em vitelo, como forma de nutricdo
durante o desenvolvimento embrionario, e como os embrides estdo dispostos em
uma pequena regido sobre o vitelo (WOLPERT et al., 2000; GILBERT, 2003), isso

facilita a manipulacdo, observacéo e coleta dos mesmos.

Embribes de aves sdo modelos convenientes em manipulacdes
microcirdrgicas experimentais e para investigacdes dos efeitos de compostos
quimicos sobre o desenvolvimento. Em especial, embrides de Gallus gallus séo
utiizados em experimentos para avaliacdo de efeitos teratogénicos de
contaminantes ambientais, pois nos estadios precoces de desenvolvimento
apresentam-se muito suscetiveis a acdo de agentes toxicos, podendo assim alterar o
desenvolvimento embrionario normal e interferir nos mecanismos de formacéo de
varios sistemas organicos. (WOLPERT et al., 2000; RIVERO et al., 2006).

O modelo experimental de aves mais utilizado em laboratérios é a espécie
Gallus gallus (galinha). As incubadoras artificiais simulam o processo natural de
incubacédo pelas galinhas, sendo que o fator essencial para éxito € o controle da
temperatura que deve permanecer em torno de 37 a 38°C, pois a oscilacdo da
temperatura influéncia diretamente no desenvolvimento embrionario. Também é
necessario manter umidade e ventilacdo controladas para que os embriées possam
realizar as trocas gasosas. (WAGENINGEN et al., 2004).
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O desenvolvimento de cada estrutura embrionaria de Gallus gallus, foi
descrito e organizado em estédios, pois a correlacdo baseada somente na idade
cronoldgica pode levar a equivocos das reais fases morfolégicas. (HAMBURGER,;
HAMILTON, 1951). O conhecimento detalhado de cada estadio embrionario
possibilita 0 acompanhamento e a identificagdo da formacdo e organizagdo das

estruturas basicas dos embrides.

1.2 DESENVOLVIMENTO DE Gallus gallus.

Os ovos de aves apresentam grande acumulo de vitelo que permite ao
embrido se desenvolver na auséncia de fonte externa (materna) de alimentacdo. O
vitelo estad localizado no polo vegetativo do ovo enquanto que as estruturas
citoplasmaticas e o nucleo estdo completamente deslocados para o polo animal e
restritos a uma pequena area. Devido a grande quantidade de vitelo, o sulco de
clivagem desenvolve-se em um pequeno disco de citoplasma ativo no polo animal.
(GILBERT, 2003).

Nas aves, 0 processo de clivagem inicia-se apos a fertilizacdo do 6vulo no
istmo do oviduto. Depois da terceira clivagem, o ovo deixa o istmo e direciona-se ao
atero, onde aumenta o numero de blastémeros e forma o blastodisco ou blastoderme
(FIGURA 1). Na regido central do blastoderme, as células mais profundas séo
descartadas para formar a zona pellcida translicida, enquanto as externas formam
um anel periférico mais escuro, a zona opaca. No momento da postura, O
blastoderma é constituido por 60.000 células, sendo que algumas sdo delaminadas
em cavidades subgerminais para formar a camada do epiblasto, que dara origem ao
embrido e o hipoblasto, que origina as estruturas extraembrionarias. (WOLPERT et
al., 2000; GILBERT, 2003; GARCIA; FERNANDEZ, 2006).
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FIGURA 1. CLIVAGEM E FORMACAO DO EPIBLASTO NO EMBRIAO

DE GALINHA.

FONTE: WOLPERT et al., 2000.

A gastrulagdo se inicia com o desenvolvimento da linha primitiva, que

determina o eixo do embrido. Essa linha é formada pelo espessamento causado

pelo ingresso de células mesodérmicas do epiblasto para dentro da blastocele, e

pela migracdo de células da regido lateral posterior em dire¢do ao centro. A linha

primitiva se estende em 60-75% do comprimento da area peltcida. Os intensos

movimentos celulares dao origem aos trés folhetos embrionarios ectoderma,

mesoderma e endoderma. Na segunda fase da gastrulacéo, a linha primitiva comeca

a regredir movendo o ndédulo de Hensen de uma posi¢ado proxima do centro da area
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pellcida para uma posi¢cdo mais posterior. A gastrulacado gera embrides com distinto
grau de maturidade e desenvolvimento antero-posterior. Enquanto uma porcéo de
células da regido posterior esta gastrulando, outras na porcdo anterior ja estdo
comecando a formar 6rgdos. (WOLPERT et al., 2000; GARCIA; FERNANDEZ
2006;).

A notocorda e os somitos sdo formados a medida que o nédulo de Hensen
regride. Simultaneamente, o tubo neural comeca a se desenvolver como um par de
pregas neurais, seguido pelo dobramento e fechamento do tubo neural, avancando
em direcdo cefalica e caudal até que pequenas areas permanecam abertas em
ambas as extremidades (FIGURA 2). Ao mesmo tempo em que as pregas neurais
fundem-se na linha média dorsal, a dobra cefalica desenvolve-se, separando a
cabeca da superficie do epiblasto. Acompanhando a neurulagdo e o
desenvolvimento da dobra cefalica, o embrido também se dobra no lado ventral para
formar o intestino primitivo. Os dois rudimentos do coragao juntam-se, formando um
orgao localizado ventralmente e os somitos originam as vértebras, os musculos
axiais dos membros e a derme. (WOLPERT et al., 2000; MOORE; PERSAUD,
2008).

prega neural
mesénquima

fenda neural

intestino anterior

notocorda

mesoderme
extra-embrionaria

placa neural

endoderme

FIGURA 2. DESENVOLVIMENTO DO TUBO NEURAL E
MESODERME NO EMBRIAO GALINHA.
FONTE: WOLPERT et al., 2000.



14

Aproximadamente trés dias apds a postura do ovo, o embrido possui 40
somitos, cabeca bem desenvolvida, coragéo formado e vasos conectados com 0s
tecidos extraembrionarios, possibilitando assim a circulagdo com batimentos
cardiacos. Nesse estadio, o embrido recebe a nutricdo através das membranas
extraembrionarias, prote¢cdo mecéanica proveniente do saco amnioético cheio de fluido
e um alantéide para o armazenamento dos produtos oriundos da excrecdo. No
tempo restante, antes da ecloséo, se desenvolvem os olhos e os ouvidos, o embrido
cresce em tamanho e os 6rgaos internos se desenvolvem. As asas, pernas e bico se
formam e as penas surgem nas asas e no corpo. Apos 21 dias de incubacéo o pinto
eclode. (WOLPERT et al., 2000).

1.3 DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO X AGENTES TERATOGENICOS.

A exposicdo de embribes a agentes teratogénicos pode causar graves
anomalias congénitas. Tais distarbios sdo causados em periodos criticos do
desenvolvimento, durante a diferencia¢do ativa de um tecido ou 6rgdo. Os 6rgaos
tém diferentes periodos criticos durante o seu desenvolvimento, sendo que o
cérebro e 0 esqueleto sdo sempre sensiveis, do comeco da sua formacao até o
nascimento. (GILBERT, 2003; GOMEZ DUMM, 2006; MOORE; PERSAUD, 2008).

Segundo Rivero (2005), o acetato de chumbo pode ser caracterizado como
um agente teratogénico multipotente, capaz de causar alteragcbes no
desenvolvimento embriondrio. Além disto, interfere nos mecanismos de
morfogénese, como atraso no desenvolvimento, alteragbes no padrdo do sistema
nervoso e malformacdes, podendo levar a morte.

Estudos de analise morfologica em embrides de aves constatam que o metal
cadmio, também atua como um agente teratogénico, causando graves alteragées na
regido cefalica dos embribes expostos a este metal durante o desenvolvimento.
(YAMAMOTO, 2009). Além disso, pesticidas e compostos organicos de mercurio tém
causado anormalidades neurologicas e de comportamento em bebés cujas mées os
ingeriram durante a gravidez. (GILBERT, 2003).
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Alguns compostos quimicos encontrados naturalmente no ambiente também
podem causar defeitos de nascimento. (GILBERT, 2003). Segundo Matos (2009),
embrides de aves expostos ao extrato da planta de Ateleia glazioviana apresentam
alteracdes no sistema cardiovascular, tendo como consequéncia a inviabilidade ou
morte do embrido.

A capacidade de um agente produzir defeitos congénitos depende do
genadtipo do concepto, estadio do desenvolvimento por ocasido da exposicado, da
dose e da duracdo da exposicdo. O mecanismo de acdo dos teratdgenos pode
envolver a inibicdo de um processo bioquimico ou molecular especifico, a
patogénese pode envolver morte celular, diminuigéo da proliferacéo celular ou outros
fendmenos celulares. (SADLER, 2005).

1.4 MANGANES.

A industrializacdo tem como consequéncia de sua producdo uma
diversidade enorme de produtos quimicos tdxicos e gera residuos prejudiciais ao
meio ambiente. (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2006). A extracéo e utilizacdo dos metais
tém contribuido significativamente com o aumento da poluicdo do ar, da agua e do

solo.

O minério de manganés é um recurso natural que ocupa um importante
papel no Brasil, pelas reservas existentes e pela essencialidade na producédo de
ferroligas e aco, para o qual ainda é insumo fundamental. Além disso, esse metal e
seus compostos sdo utilizados na producdo de pilhas eletroliticas, ceramicas,
eletrodos para solda, ligas especiais e produtos quimicos. (MARTINS; LIMA, 2001;
COSTA; FIGUEREDO, 2001).
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FIGURA 3. A. TRABALHADORES EXPOSTOS VAPORES OU FUMACA DE SOLDA. B. MINERIO
DE MANGANES. C. PILHAS.
FONTE: GOOGLE, 2011.

O manganés também é um micronutriente essencial, participa de varios
processos fisioldgicos em animais e vegetais. Nos vegetais 0s ions manganés
ativam as enzimas descarboxilases e desidrogenase envolvidas no ciclo dos acidos
tricarboxilicos. (TAIZ; ZEIGER, 2004). Nos seres humanos o manganés desempenha
um papel importante na regulacdo metabdlica, faz parte de varios componentes do
ciclo de Krebs e da arginase, também é importante na formacéo do esqueleto, pois
funciona como catalisador da sintese de glicosaminoglicanos da cartilagem e do
0sso. (DOUGLAS, 2006). A ingestdo de Mn em baixos niveis é necessaria a saude
humana, porém quando encontrado em niveis elevados apresenta efeito
neurotéxico. (NEVES et al., 2009).

A fonte mais importante de exposicédo da populacdo ao manganés é através
dos alimentos. Porém, as pessoas que vivem em regides de minério natural,
proximas as instalagfes de producdo de ferro e aco, usinas de energia movidas a
carvdo ou de depdsitos de residuos podem ser expostas a niveis elevados de
manganés particulado em suspenséao no ar, embora esta exposi¢cao seja bem menor
do que no local de trabalho. (WHO, 1999).

Ainda, as pessoas podem ingerir &gua com alta concentracdo de manganés,
devido a contaminacéo pela eroséo de rochas e solos, atividades de mineracéo e de
residuos industriais ou por lixiviagdo de manganés a partir de materiais descartados
em aterros antropogénicos ou solo, tais como baterias de células secas. (RAUPP,
2008; ZOCCHE; FREITAS; QUADROS, 2010;).
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Determinadas ocupagdes como soldagem, mineragao ou trabalhos em
fabricas que utilizam Mn, sdo fontes comuns de inalacado excessiva deste metal. Os
problemas de salde mais comuns em trabalhadores expostos a elevados niveis
envolvem o sistema nervoso. Apresentam mudangas no comportamento, Nnos
movimentos (lentos e desajeitados), além de provocar irritagdo nos pulmdes que
pode levar a pneumonia. (WHO, 1999). Efeitos respiratorios, semelhantes aos
observados nos trabalhadores, foram identificados em estudos com macacos
expostos a altos niveis de Mn. (ATSDR, 2008). Segundo Roth (2006), a
vulnerabilidade & manifestagdo dos sintomas deste transtorno, pode ter influéncia

genética nas diferentes populagdes.

Os sintomas de toxicidade do Mn podem aparecer lentamente, ao longo de
meses ou anos e resultam em uma desordem neurolégica e sintomas
neuropsiquiatricos que podem culminar em uma doenca tipo Parkinson conhecida
como “manganismo”. (WHO, 1999; ATSDR, 2008). O Mn apresenta potencialidade
em penetrar a barreira hemato-encefalica, e atravessa em quantidade limitada a
barreira placentaria durante o periodo gestacional, assim permitindo atingir o feto em
desenvolvimento. (ATSDR, 2008). Em laboratérios, roedores fémeas alimentadas
com altos indices de Mn antes de engravidar, apresentaram deficiéncia na

fertilidade, além de apresentarem doencas renais e urinarias. (ZHANG et al., 2002).

Estudos em criancas sugerem que niveis elevados de exposicdo ao Mn
causem efeitos indesejaveis no desenvolvimento do cérebro, incluindo mudancas no
comportamento e diminuicdo no aprendizado. Em alguns casos, tais niveis de
exposicao tém sido suspeitos de causar sintomas severos da doenga manganismo,
incluindo dificuldade em falar e andar. Ainda nao foram elucidadas se tais mudangas
sdo temporarias ou permanentes, e se a doenca é causada somente pela acdo do
manganés. (ATSDR, 2008). Segundo Menezes Filho (2009), ha evidéncias de que a
exposicao ambiental excessiva ao Mn tem efeito na cognicéo das criancas e tambéem

na funcgéao intelectual materna.

Considerando a possibilidade da continua exposicdo da populacdo aos
compostos de Mn, evidencia-se a necessidade de estudos analisando 0s reais
efeitos do Mn nos organismos, em especial durante o desenvolvimento embrionario,
pois ha varios caminhos e vias em que um agente téxico pode se manifestar em um

organismo. O xenobibtico pode atingir a molécula alvo e reagir com ela ou pode
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influenciar adversamente o microambiente biol6gico causando disfuncdo molecular,
celular e de organelas ou de o6rgaos, levando a efeito deletério. (AZEVEDO;
CHASIN, 2004).

Os estudos até o momento ndo sdo suficientes para confirmar a toxicidade
do cloreto de manganés durante o desenvolvimento embrionario. Desta forma, a
analise morfolégica de embrides de Gallus gallus expostos ao MnCl em diferentes

periodos do desenvolvimento, pode contribuir para avaliar o efeito toxicolégico deste
metal.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL.

Avaliar o efeito toxicologico do cloreto de manganés durante algumas fases
do desenvolvimento embrionério de Gallus gallus (galinha) expostos a diferentes

concentragoes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

» Expor embrides de galinha ao cloreto de manganés nas concentracdes de
50 e 100 pM, durante 3 e 7 dias de incubacao (estadios embrionarios 19-20

e 30-31 HH, respectivamente);

> Avaliar os efeitos da exposicdo do MnCl através do estudo anatomo-

morfolégico.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 DESENHO EXPERIMENTAL.

- Obtencédo dos embrides:
Ovos fertilizados de Gallus gallus foram fornecidos pelo incubatério local.

Apés a higienizacdo, os ovos foram analisados para verificacdo da presenca
de rachaduras na sua casca e separados por equivaléncia de peso.

- Grupo experimental:

Para este experimento foram utilizados 253 ovos no total, sendo que destes,
164 foram abertos apds 3 dias de incubacédo, e 89 apos 7 dias de incubacédo. Para
andlise dos embrides com 3 dias de incubacgéo, utilizou-se 34 ovos para controle
sem perfuracdo da casca (controle fechado), 41 ovos injetados com o veiculo do
contaminante (Controle PBS), 39 ovos contaminados com cloreto de manganés a 50

MM e 50 ovos para a concentracdo 100 uM (TABELA 1).

Para os embrides com 7 dias de incubagé&o foram utilizados 18 ovos para o
controle sem perfuracdo da casca, 16 com controle PBS, 26 e 29 para os
contaminados com cloreto de manganés nas concentracdes de 50 e 100 uM,
respectivamente (TABELA 1).

TABELA 1. QUANTIDADE DE OVOS UTILIZADOS PARA O EXPERIMENTO

3 DIAS 7 DIAS TOTAL
Controle 34 18 52
PBS 41 16 57
50 uM de MnClI 39 26 65
100 uM de MnClI 50 29 79
Total 164 89 253

FONTE: a autora (2011)
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A casca dos ovos foi primeiramente perfurada na regido da camara de ar
com agulha mais espessa para facilitar a entrada da agulha de insulina, para
administracdo do PBS ou do cloreto de manganés (FIGURA 4 A e B). ApGs a injecéo
do contaminante e remocéo da agulha, o orificio foi selado com fita adesiva e os
ovos foram incubados a temperatura de 38° C, umidade relativa de 65 a 75% por 3 e
7 dias.

FIGURA 4. INJECAO DE CLORETO DE MANGANES. A. OVO SENDO PERFURADO COM AGULHA
GROSSA NA CAMARA DE AR. B. PBS E CONTAMINANTE SENDO INJETADO COM A
UTILIZACAO DE UMA AGULHA E SERINGA DE INSULINA.

FONTE: a autora (2011)

3.2 ANALISE MORFOLOGICA.

3.2.1 Embrides com 3 dias de incubacdo.

Para analise morfolégica dos embrides com 3 dias de incubacao, foi utilizada
a técnica de montagem total. Setenta e duas horas apds a injecéo e incubacao, os
ovos foram abertos e seus discos embrionarios (FIGURA 5 A) recortados com o

auxilio de tesoura e pinga. Posteriormente, foram transportados para placa de Petri
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contendo PBS. Os embrides foram lavados em PBS para remover o excesso de
vitelo (FIGURA 5 B).

Foi colocado sobre o disco embrionario, um papel filtro retangular com um
recorte em forma de losango na regido central encaixada exatamente sobre o
embrido, para manté-lo distendido e submerso na solugéo fixadora (FIGURA 5 C).
Em seguida, os embrides foram fixados em solucéo fixadora de Carnoy, por 2 h a

temperatura ambiente em uma placa de Petri fechada.

Apos a fixacdo, os embrides foram lavados em agua destilada e colocados
em etanol 70%, onde permaneceram por 12 horas. Para a coloracédo, os embrides
foram hidratados em agua destilada por 10 minutos e submersos no corante
Carmalumen de Mayer por aproximadamente 48 h (FIGURA 5 D).

Depois de corados, os embrides foram desidratados em série alcodlica
crescente (etanol a 70%, 80%, 95%, 100% | e 100% II; 10 min em cada banho) e,
em seguida, diafanizados em dois banhos consecutivos de xileno (xilol), por 10 min

cada.

Para a montagem das laminas permanentes, foi utilizada a resina
Permount®. Apo6s a confeccdo das laminas, a analise foi realizada em microscoépio

de campo claro Bioval e fotografadas com camara digital Sony.
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FIGURA 5. A: OVO ABERTO INDICANDO LOCAL DO DISCO
EMBRIONARIO AREA CIRCUNDADA. B: DISCO EMBRIONARIO
RECORTADO. C: EMBRIAO DISTENDIDO COM AUXILIO DO PAPEL
FILTRO. D: EMBRIAO CORADO COM CORANTE CARMALUMEN DE
MAYER.

FONTE: a autora (2011)

3.2.2 Embrides com 7 dias de incubacdo.

Os ovos que permaneceram por 7 dias na incubadora apos a exposicéo,
foram abertos e, com auxilio de pinca, foram retirados os embrides com suas
membranas anexas (FIGURA 6 A). Posteriormente, os embrides foram removidos
das membranas e lavados com PBS (FIGURA 6 B). Visando facilitar a entrada do
fixador nos embribes, foram realizadas duas perfuragbes com agulha, uma na

porcdo cefélica e outra na por¢ao caudal.

Em seguida, os embrides foram fixados em solucdo ALFAC, (etanol 80%,
acido acético, 99,7% e formol 37%), por 6 horas em temperatura ambiente, apés
transferidos para etanol 70%.
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Posteriormente, os embrides foram analisados com auxilio de
estereomicroscopio Quimis. Apos as analises, os embrides foram mantidos em

etanol 70% para embalagem futura em paraplast.

'FIGURA 6. A. EMBRIAO GRUPO CONTROLE COM MEMBRANAS. B:
EMBRIAO GRUPO CONTROLE SEM MEMBRANAS, NO PBS.
FONTE: a autora (2011)

3.2.3 Determinacgédo do estadio embrionario.

O estadio de desenvolvimento embrionario foi determinado de acordo com o
namero de somitos e formacao do sistema nervoso, além de outras caracteristicas

descritas em cada estadio (TABELA 2), segundo Hamburger-Hamilton (1951).

TABELA 2. CARACTERISTICAS PRESENTES NOS EMBRIOES DE GALINHA DE ACORDO COM O
ESTADIO DE DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO, SEGUNDO HAMBURGER E HAMILTON

(1951).
Estadio embrionéario Caracteristicas
14 HH Eixo do prosencéfalo e rombencéfalo formam um angulo reto.

Rotacao do corpo para tras até somitos 7-9.

Arcos viscerais 1 e 2, e fendas 1 e 2 séo distintos.

Vesicula 6ptica comega a invaginar.

Abertura do orificio auditivo constricta.

Lente placoide é formada.

Circuito ventricular do coracao ventralmente ao canal atrioventricular.
Amnio se estende até os somitos 7-10.

VVVVVVYY

continua
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TABELA 2. CARACTERISTICAS PRESENTES NOS EMBRIOES DE GALINHA DE ACORDO COM O
ESTADIO DE DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO, SEGUNDO HAMBURGER-HAMILTON (1951).

continuacao

15 HH

16 HH

17 HH

18 HH

19 HH

>

Y

VVVYVYY

VV VVVVV VYVV 'V

YV VVVVVVYVY

YV VV VYV VYV

A\

Prega lateral do corpo se estende da regido anterior até os somitos 15 -
17.
Flexdo craniana: eixos do prosencéfalo e rombencéfalo formam um
angulo agudo. Os ventralmente, os contornos de ambos sdo quase
paralelos.
Amnion se estende até os somitos 7-14.
Tronco distinto.
Rotacéo do corpo se estende ao nivel dos 11° a 13° somitos.
Dobras laterais do corpo estendem-se ao nivel dos somitos 17-20,
entre os niveis das asas e pernas.
Primérdio da perna é ainda plano, representada por uma condensacao
do mesoderma.
Amnio se estende aos somitos 10-18.
Todas as flexdes sdo mais acentuadas.
Broto da cauda em um cone curto, em linha reta, delimitado a partir do
blastoderma.
Arcos viscerais: Terceira fenda oval ainda em formacéo.
Prosencéfalo alongado.
Rotacgdo do corpo se estende aos somitos 14-15.
Dobras laterais do corpo estendem-se em todo o perimetro do mesmo.
Brotos das asas e pernas deslocados do blastoderma por dobramento
das pregas do corpo.
Flexdo craniana é inalterada.
Flexdo cervical € maior do que em estagios anteriores, com angulo
maior do que 90 graus.
Flexao do tronco é distinta no nivel branquial.
Rotacdo do corpo se extende aos somitos 17-18.
Broto da cauda dobrado ventralmente.
Indicacdo de fossas nasais.
Brotos das pernas ligeiramente maiores do que das asas.
Somitos: 30-36 estendem-se além do nivel do broto da perna.
Amnio normalmente fechado, ocasionalmente pode haver um orificio
na regido lombar.
O eixo da medula forma um angulo quase reto com o eixo posterior do
tronco.
Flex&o do tronco foi deslocada para a regido lombar.
Rotagcdo do corpo: se estende para a regido posterior do corpo. Os
brotos das pernas nédo estdo mais no plano horizontal.
O broto da cauda é girado para a direita cerca de um angulo de 90
graus em relagcdo ao eixo do tronco posterior.
Brotos das pernas continuam ligeiramente maiores do que das asas.
Os somitos 37-40 se estendem até a cauda, porém o final da cauda,
que é dirigida para frente, ndo é segmentada.
Flexao do tronco desaparece parcial ou totalmente devido a rotacéo do
corpo inteiro.
O contorno da parte posterior do tronco € reto (direta) com a base da
cauda, o broto da cauda é curvado voltado para a regido anterior.
Processo maxilar aproximadamente do mesmo comprimento que o
processo mandibular.
O alantdide é uma pequena bolsa de tamanho variavel, ainda néo
vesicular.
Olhos despigmentados.

continua
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TABELA 2. CARACTERISTICAS PRESENTES NOS EMBRIOES DE GALINHA DE ACORDO COM O
ESTADIO DE DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO, SEGUNDO HAMBURGER-HAMILTON (1951).

conclusao

20 HH

25HH

26 HH

29 HH

30 HH

VVVVY VYVVVVVYVY YV Y Y YVV ¥V VYV VVVYV

A\

>

Broto das pernas claramente maiores do que o broto das asas.

Brotos das pernas ligeiramente assimétricos e das asas simétricos.
Ponta da cauda ainda sem segmentacéo.

Curva na regido caudal comeca a se estender para frente na regiao
lombo-sacral.

Rotacéo do tronco completa.

Processo maxilar distinto, igual ou superior ao comprimento do
processo mandibular.

O alantoide vesicular de tamanho variavel em relagdo a média dos
tamanho do mesencéfalo.

Olhos com tonalidade acinzentada fraca.

Cotovelo e joelho com articulagdes distintas em vista dorsal e ventral.
Placa digital distinta na asa, porém ainda ndo possui demarcacdes dos
digitos.

Indicagbes de fracos sulcos na perna demarcando o terceiro dedo do
pé.

Processo maxilar alongado atendendo a parede do sulco nasal,
notando assim um entalhe no ponto de fuséo.

Membros consideravelmente alongados.

Contorno das placas digitais arredondadas indicando um leve sulco
entre o segundo e terceiro digitos.

Demarcagéo dos trés primeiros dedos distintos.

Contorno do processo maxilar com uma linha pontilhada.

Processo mandibular alongado ventralmente.

Asa dobrada no cotovelo.

Segundo digito nitidamente mais longo que os demais.

Sulcos rasos entre o primeiro, segundo e terceiro digito.

Do segundo ao quarto dedos ha cristas separadas por sulcos distintos
com indicac8es de redes entre eles.

Quinto dedo do pé rudimentar.

Processo mandibular alongado se comparado com o estégio 28.
Processo mandibular fundido.

Bico maior do que no estagio 28.

Os trés principais segmentos do braco e perna sdo claramente
demarcados.

Asa encontra-se curvada na articulacdo do cotovelo e perna dobrada
na articulagdo do joelho.

O processo mandibular se aproxima do bico, mas a diferenga entre os
dois é ainda visivel.

FONTE: HAMBURGER-HAMILTON (1951).
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FIGURA 7 . EMBRIOES NOS ESTADIOS EMBRIONARIOS 15 A 20.

AM = AMNION; AR = ARCOS BRANQUIAIS; AU = VESICULAS AUDITIVAS; BA = BROTO
DA ASA; BC = BROTO DA CAUDA; BP = BROTO DA PERNA C = CORACAO; D =
DIENCEFALO; FC = FLEXURA CERVICAL; M = MESENCEFALO; MT = METENCEFALO; N
= NEUROPORO ANTERIOR; O = VESICULA OPTICA; R = ROMBOENCEFALO; S =
SOMITOS; T = TELENCEFALO.

FONTE: : HAMBURGER E HAMILTON (1951)
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FIGURA 8 . EMBRIOES NOS ESTADIOS EMBRIONARIOS 25 E 26; 29 A 32.

A = ASA; O = OLHO; E = ENCEFALO; PM = PROCESSO MANDIBULAR; B =
BICO; P = PERNA.

FONTE: HAMBURGER e HAMILTON (1951).
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4 RESULTADOS

4.1 EMBRIOES INCUBADOS POR 3 DIAS.

Durante o procedimento de montagem total dos embries foram perdidos
alguns individuos devido ao rompimento das membranas extraembrionarias no
momento de recortar o disco embrionario. Verificou-se que, nos embrides expostos
ao cloreto de manganés o numero de individuos em que houve rompimento de
membranas foi maior do que nos grupos controles. O nimero de embrides que
tiveram rompimento de membranas extraembrionaria corresponde a 17,1% dos
individuos na concentracdo de 50 pM e 18,3% na concentragdo de 100 uM,
engquanto que, para os embrides controle fechado e injetados com PBS o percentual
ficou em 12,1% e 12,9%, respectivamente (TABELA 3; GRAFICO 1).

Para analisar o desenvolvimento embrionario, foram considerados todos os
embrides vivos no momento da abertura dos ovos, inclusive aqueles com as
membranas rompidas. No grupo controle fechado, 73,52% dos ovos incubados
continham embribes vivos, no grupo controle injetado com PBS 60,97% e os
embribes expostos ao cloreto de manganés (50 uM e 100 uM) apresentaram taxas
de 69,2% e 54% respectivamente (TABELA 3; GRAFICO 1).

TABELA 3. Quantidade de embrides com 3 dias de incubacdo que desenvolveram, que romperam as
membranas e que ndo desenvolveram.

3 DIAS CONTROLE PBS 50 uM 100 pM
MnClI MnClI
Vivos (integros) 21(61,76%) 21(51,21%) 21(53,8%) 20(40,0%)
Rompeu membrana 4(11,76%) 4(9,75%) 6(15,3%) 7(14,0%)
Total que ndo desenvolveu 9(26,47%) 16(39,02%) 12(30,7%) 23(46,0%)
Total que desenvolveu 25(73,52%) 25(60,97%) 27(69,2%) 27(54,0%)
Total de ovos utilizados 34(100%) 41(100%) 39(100%) 50(100%)

FONTE: a autora (2011)
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Percentual de embrides com 3 dias de
incubacao

m Vivos (integros)

Controle Controle 50uM 100 puM
MnClI

fechado PBS
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B Rompeu membrana

Total de embries que
nao desenvolveu

E Total de embries que
desenvolveu

GRAFICO 1. PERCENTUAL DE EMBRIOES COM 3 DIAS DE INCUBACAO
QUE DESENVOLVERAM, ROMPERAM AS MEMBRANAS E, QUE NAO
DESENVOLVERAM.

FONTE: a autora (2011)

Com relacdo aos estadios de desenvolvimento em que os embrides estavam,

foi possivel identificar seis estadios embrionarios diferentes (15,16,17,18,19 e 20),

com predominio de individuos nos estadios 17 e 18 (TABELA 4). Estes estadios

foram determinados

levando-se em consideracdo 0 numero de somitos,

desenvolvimento dos membros e do sistema nervoso central, além de outras

estruturas, segundo Hamburger e Hamilton (1951).

TABELA 4. ESTADIOS EMBRIONARIOS DEFINIDO DOS EMBRIOES COM 3 DIAS DE

INCUBACAO.

ESTADIO CONTROLE PBS 50 uM MnCl 100 uM MnCl TOTAL
15 1(4,76%) 1(1,22%)
16 1(5%) 2(9,52%) 1(4,76%) 1(5%) 5(6,1%)
17 6(30%) 5(23,81%)  3(14,29%) 6(30%) 20(24,4%)
18 6(30%) 10(47,62%)  3(14,29%) 1(5%) 20(24,4%)
19 3(15%) 1(4,76%) 3(14,29%) 7(8,53%)
20 1(4,76%) 1(1,2%)
Total de embrides 16(80%) 18(85,71%) 12(57,14%)  8(40%) 54(65,85%)
com estadio
definido.
Total 20(100%) 21(100%) 21(100%) 20(100%) 82(100%)

FONTE:a autora(2011)



31

Também foram observados 6 estadios intermediarios (14/17, 15/16, 16/17,
16/18, 17/18 e 18/19) com predominio de individuos nos estadios 16/18 e 17/18
(TABELA 5). Estes estadios foram determinados levando-se em consideracdo o
namero de somitos, desenvolvimento dos membros e do sistema nervoso central,
além de outras estruturas, segundo Hamburger e Hamilton (1951). Estes embrifes
em estadios intermediarios foram analisados separadamente por apresentarem
atraso no desenvolvimento do encéfalo em relagdo ao numero de somitos e ao

desenvolvimento dos membros no mesmo individuo.

No grupo controle fechado 20% dos individuos se apresentaram em estadios
intermediarios de desenvolvimento enquanto que no grupo controle injetado com
PBS 14,3%. Observou-se que, dos embrides expostos ao cloreto de manganés,
42,8% apresentaram-se em estadios intermediarios de desenvolvimento para a

concentracéo de 50 puM, e 60% para a concentragéo de 100 uM (TABELA 5).

TABELA 5. ESTADIOS EMBRIONARIOS INTERMEDIARIOS DETERMINADOS EM EMBRIOES
COM 3 DIAS DE INCUBACAO

ESTADIO CONTROLE | PBS 50 pM MnCl 100 uM MnCl TOTAL
14/17 2(9,5%) 1(5%) 3(3,66%)
15/16 2(10%) 2(2,44%)
16/17 1(4,76%) 1(5%) 2(2,44%)
16/18 2(9,5%)  5(23,8%) 5(25%) 12(14,63%)
17/18 4(20%) 1(4,8%)  1(4,76%) 2(10%) 8(9,76%)
18/19 1(5%) 1(1,22%)
Total de embries com  4(20%) 3(14,3%)  9(42,8%) 12(60%) 28(34,15%)
estadios

intermediarios

Total de embrides 20(100%) 21(100%) 21(100%) 20(100%) 82(100%)

FONTE: a autora (2011)
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Nos embrides do grupo controle fechado n&o foram observadas alteragbes
morfoldgicas. Verificou-se alteracdo na formacdo do sistema nervoso central em um
anico embrido contido em ovo injetado com PBS. Os embrifes dos grupos expostos
ao cloreto de manganés apresentaram alteracbes morfologicas e atraso no

desenvolvimento do encéfalo (TABELA 6).

A maior incidéncia de alterac6es morfologicas foi observada nos embriées
do grupo exposto a maior concentracdo de cloreto de manganés (100 uM), sendo
gue destes 35% apresentaram alteragcbes na formacdo do encéfalo e 25%
apresentaram atraso no desenvolvimento do encéfalo em relagcdo ao numero de
somitos no mesmo individuo (FIGURA 9 C e D; TABELA 6; GRAFICO 2).

Os embrides do grupo exposto a menor concentracdo de cloreto de
manganés (50 uM) também apresentaram alteraces morfolégicas. Neste grupo o
percentual foi de 38,09% dos embrides com alteracdes na formacao do encéfalo e
19,04% dos embribes com atraso no desenvolvimento do encéfalo em relacdo as
outras estruturas, como numero de somitos e morfologia dos membros, porém a
morfologia estava preservada (TABELA 6; GRAFICO 2).

Foram observadas alteracdes na formacdo das vesiculas encefalicas,
somente nos embrides do grupo exposto ao cloreto de manganés (50 uM) Destes,
25% apresentaram formacdo de sulco no mesencéfalo (FIGURA 9 E, F), 12,5%
mostraram alteracéo no prosencéfalo (FIGURA 10 A e B) e 12,5% com alteracdes no
telencéfalo (FIGURA 10 C e D).

Verificou-se que no grupo de embrides expostos a maior concentracdo de
cloreto de manganés (100 uM) um individuo ndo desenvolveu vesicula e placoide
optico (FIGURA 10 E e F). Em embries expostos a concentracdo de 50 pM de
cloreto de manganés dois individuos apresentaram desenvolvimento inicial dos

olhos, porém a formagéo foi incompleta (FIGURA 11 A e B).

Foi possivel observar alteragbes grosseiras na regidao cefalica (vesiculas
encefalicas) de 38,09% e 35% dos embrides expostos as concentracdes de 50 e 100

UM de cloreto de manganés, respectivamente (FIGURA 11 C e D).

Dos embrides expostos ao cloreto de manganés nas concentracdes de 50 e
100 uM, 42,86% e 40% dos individuos, respectivamente, estavam morfologicamente
normais (TABELA 6).



33

TABELA 6. ALTERAGOES OBSERVADAS EM EMBRIOES COM 3 DIAS DE INCUBAGCAO DE CADA

GRUPO.
CONTROLE | PBS 50 uM MnClI 100 pM MnCl

Alteracdes no Sistema 1(4,76%) 8(38,09%) 7(35%)

Nervoso Central-

encéfalo

Estadios — HH 17 15(1 individuo); 16(1 individuo);

(1 individuo) 16(2 individuo); 17(4 individuos);

17(1 individuo); 18(1 individuo);
19(2 individuo); 16/17(1 individuo);
20(1 individuo); 17/18(1 individuo).
14/17(1 individuo);
17/18(1 individuo).

Atraso 4(19,04%) 5(25%)

desenvolvimento do

sistema nervoso

central em relagdo ao

ndmero de somitos no

mesmo individuo.

Estadios- HH 14/17(1 individuo);  17(1 individuo);
16/18(1 individuo);  15/16(1 individuo);
17(1 individuo); 16/18(1 individuo);
18(1 individuo). 18/20(1 individuo).

Total com atraso e 1(4,76%) 12(57,14%) 12(60%)

alteracdes SN

Total de individuos 20(100%) 20(95,2%) 9(42,8%) 8(40%)

morfologicamente

normais

FONTE: a autora(2011)



Alteracdes em embrides com 3
dias de incubacéao

14 ® Embrides com

12 alteragGes morfoldgicas
10 no encéfalo

B Embri6es com atraso
no desenvolvimento do
encéfalo, com
morfologia preservada.

u Total de embribes com
atraso e alteragdes no

Controle controle 50 uM 100 pM encéfalo
fechado PBS MnClI MnClI

o N A O

GRAFICO 2. NUMERO DE EMBRIOES COM 3 DIAS DE INCUBACAO COM
ALTERACOES MORFOLOGICAS, ATRASO DE DESENVOLVIMENTO DO
SISTEMA NERVOSO COM RELAGCAO AO NUMERO DE SOMITOS NO
MESMO INDIVIDUO E O TOTAL DE ALTERACOES E ATRASO DO
SISTEMA NERVOSO.
FONTE: a autora(2011)
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FIGURA 9. EMBRIOES CONTROLE E EXPOSTOS A 50 uM E 100 uM DE
CLORETO DE MANGANES INCUBADOS POR 3 DIAS. A. INDIVIDUO
CONTROLE NO ESTADIO 18 DE DESENVOLVIMENTO SEM
ALTERACOES MORFOLOGICAS. C. INDIVIDUO CONTAMINADO COM 50
UM DE CLORETO DE MANGANES COM BROTOS DE MEMBROS E
SOMITOS CORRESPONDENTES AO ESTADIO 18 E ENCEFALO
CORRESPONDENTES AO ESTADIO 16/17 (SETA). E. INDIVIDUO
CONTAMINADO COM 50 uM DE CLORETO DE MANGANES NO
ESTADIO 19 COM A FORMACAO DE SULCO ATIPICO NO
MESENCEFALO (SETA).B, D, F, MAIOR AUMENTO DE A, C, E,
RESPECTIVAMENTE. BARRA = 0,1 CM.

FONTE: a autora (2011)



FIGURA 10. EMBRIOES EXPOSTOS AO CLORETO DE MANGANES
INCUBADOS POR 3 DIAS. A. INDIVIDUO EXPOSTO A 50 puM DE
CLORETO DE MANGANES NO ESTADIO 20 DE DESENVOLVIMENTO
COM ALTERACAO NO PROSENCEFALO, FALHA NA DIVISAO (SETA). C.
INDIVIDUO EXPOSTO A 50 yM DE CLORETO DE MANGANES NO
ESTADIO 18 COM ALTERACAO NO TELENCEFALO (SETA). E.
INDIVIDUO EXPOSTO A 100 uM DE CLORETO DE MANGANES NO
ESTADIO 17 COM FALHA NO DESENVOLVIMENTO DA VESICULA E
PLACOIDE OPTICOS (SETA). B, D E F, MAIOR AUMENTO DE A, C, E,
RESPECTIVAMENTE. BARRA = 0,1 CM.

FONTE: a autora (2011)
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FIGURA 11. EMBRIOES EXPOSTOS AO CLORETO DE MANGANES
INCUBADOS POR 3 DIA. A. INDIVIDUO EXPOSTO A 50 uM DE
CLORETO DE MANGANES NO ESTADIO 17 DE DESENVOLVIMENTO
COM ATRASO NO DESENVOLVIMENTO DA VESICULA E PLACOIDE
OPTICOS (EQUIVALENTES AO ESTADIO 14), (SETA). C. INDIVIDUO
EXPOSTOS A 100 uM DE CLORETO DE MANGANES NO ESTADIO 17
COM A REGIAO CEFALICA TOTALMENTE ALTERADA (SETA). B E D,
MAIOR AUMENTO DE A E C, RESPECTIVAMENTE. BARRA = 0,1 CM.
FONTE: a autora (2011)

4.2 EMBRIOES INCUBADOS POR 7 DIAS.

Para verificar a taxa de sucesso no desenvolvimento de embrides nos ovos
incubados por 7 dias, foram considerados apenas os embrides que estavam vivos no
momento da coleta. O sucesso no desenvolvimento embrionario em ovos do grupo
controle fechado foi de 61,1%, nos do grupo injetado com PBS foi de 62,5%, dos



38

grupos expostos ao cloreto de manganés foi de 30,8% para a concentracado de 50
uM e 34,5% para a concentracéo de 100 uM (TABELA 7; GRAFICO 3).

TABELA 7. QUANTIDADE DE EMBRIOES COM 7 DIAS DE INCUBAGAO QUE DESENVOLVERAM

E QUE NAO DESENVOLVERAM.

7 DIAS

CONTROLE

PBS

50 pM MnClI

100 pM MnCl

Desenvolveu

Nao desenvolveu

Total de ovos

11 (61,1%)
7 (38,8%)

18 (100%)

10 (62,5%)
6 (37,5%)

16 (100%)

8 (30,8%)

18 (69,23%)

26 (100%)

10 (34,5%)
19 (65,5%)

29 (100%)

FONTE: a autora (2011)

Percentual de embrides com 7 dias de
incubagio
&0 ,00%
T0,00%
G0, 00% —
50,00% —
mTotal de embrides gue
40,00% I ; [ ndc desenvolveu
30,00% mTotal de embrides que
20,00% desenvolveu
10,00%
0,00%
Controle controle  S0pM 100 gl
fechado PBS MncCl MnCl

GRAFICO 3. PERCENTUAL DE EMBRIOES COM 7 DIAS DE INCUBACAO
QUE DESENVOLVERAM E NAO DESENVOLVERAM.

FONTE: a autora (2011)

Nos embribes incubados por 7 dias foram observados quatro estadios de

desenvolvimento, sendo que a maior ocorréncia em todos os grupos foi do estadio

30 correspondendo a 74,3% do total dos embrides. Somente nos grupos expostos

ao cloreto de manganés (50 e 100 uM) foram observados individuos nos estadios 25

e 26. No estadio 29 houve ocorréncia de individuos dos grupos controle fechado e
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de individuos expostos ao cloreto de manganés correspondendo 15,4% do total.
(TABELA 8).

TABELA 8. NUMERO DE EMBRIOES PARA CADA ESTADIO EMBRIONARIO DOS OVOS COM 7
DIAS DE INCUBAGAO.

ESTADIO CONTROLE | PBS 50 pM MnCl | 100 uM MnClI TOTAL

25 1 (12,5%) 1 (10%) 2 (5,1%)
26 1(12,5) 1 (10%) 2 (5,1%)
29 1 (9%) 2 (25%) 3 (30%) 6 (15,4%)
30 10 (91%) 10 (100%) 4 (50%) 5 (50%) 29 (74,3%)
Total 11 (100%) 10 (100%) 8 (100%) 10 (100%) 39 (100%)

FONTE: a autora (2011)

No grupo controle fechado observou-se apenas um individuo com a regido
cefélica totalmente alterada. No grupo injetado com PBS, 20% dos individuos
apresentaram alteracdes no desenvolvimento dos olhos, onde somente um dos
olhos se desenvolveu. Os grupos expostos ao cloreto de manganés nas duas
concentracbes apresentaram alteracbes envolvendo o sistema nervoso central em
62,5% para a concentracdo de 50 uM e 50%, para a concentragdo de 100 uM
(TABELA 9; GRAFICO 4).

As alteragbes relacionadas com o desenvolvimento das vesiculas e
placoides Opticos correspondem a 69,2% e as alteracdes na regido cefalica a
30,76%. Nas malformacbes das vesiculas e placdides Opticos observou-se
diminuicdo da pigmentagdo retiniana, formagédo incompleta ou auséncia total em
alguns individuos (FIGURA 12 C e D, 13 A e B). Em embrides com a regido cefalica
totalmente alterada também foi observado atraso total no desenvolvimento (FIGURA
13CeD).

Nos grupos em que os embrides foram expostos ao cloreto de manganés
houve um percentual de 37,5% para a menor e 50% para a maior concentracao, de

individuos morfologicamente normais (TABELA 9).
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TABELA 9. ALTERACOES OBSERVADAS EM EMBRIOES DOS OVOS COM 7 DIAS DE
INCUBACAO

CONTROLE | PBS 50 uM MnCl 100 uM MnClI
Auséncia ou malformacéo das 2(20%) 3(37,5%) 4(40%)
vesiculas e placdéides 6pticos.
Estadio HH 30 30 25(1 individuo);
(2 individuos) (1 individuo); 29(2
29 individuos);
(2 individuos). 30(1 individuo).
Regido cefélica totalmente 1(9%) 2(25%) 1(10%)
alterada
Estadio HH 29 25(1 individuo);  25(1 individuo).
(1 individuo) 26(1 individuo).
Total com alteracdes SN 1(9%) 2(20%) 5(62,5%) 5(50%)
Total de individuos 10(91%) 8(80%) 3(37,5%) 5(50%)
morfologicamente normais
Total de embrides 11(100%) 10(100%) 8(100%) 10(100%)

FONTE: a autora (2011)

Alteracdes em embribes com 7
dias de incubacéo

® Embribes com
alteracdes no
desenvolvimento das
vesiculas e placdides
Opticos

B Embrides com
alteracdes na regido
cefélica

u Total de embrides com
alteracdes SN

S B N W b~ 01 O

Controle Controle 50 puM 100 pM
fechado PBS MnCI MnCI

GRAFICO 4. NUMERO DE EMBRIOES COM 7 DIAS DE INCUBACAO
COM ALTERACOES NO DESENVOLVIMENTO DAS VESICULAS E
PLACOIDES OPTICO, EMBRIOES COM ALTERACOES NA REGIAO
CEFALICA E O TOTAL DE ALTERACOES NO ENCEFALO.

FONTE: a autora(2011)




FIGURA 12. EMBRIOES CONTROLE E EMBRIOES EXPOSTOS AO
CLORETO DE MANGANES INCUBADOS POR 7 DIAS. A. INDIVIDUO
CONTROLE NO ESTADIO 30 DE DESENVOLVIMENTO. C. INDIVIDUO
EXPOSTO A 100 pM DE CLORETO DE MANGANES NO ESTADIO 26
COM ALTERACAO NA FORMACAO DA VESICULA E PLACOIDE OPTICO
(SETA). B E D, MAIOR AUMENTOS DE B E D, RESPECTIVAMENTE.
BARRA =0,1CM

FONTE: a autora (2011)
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LS

FIGURA 13. EMBRIOES EXPOSTOS AO CLORETO DE MANGANES
INCUBADOS POR 7 DIAS. A. INDIVIDUO EXPOSTO A 50 uM DE
CLORETO DE MANGANES NO ESTADIO 30 DE DESENVOLVIMENTO
COM FALHA NO DESENVOLVIMENTO DA VESICULA E PLACOIDE
OPTICO (SETA). C. INDIVIDUO EXPOSTO A 50 uM DE CLORETO DE
MANGANES NO ESTADIO 25 COM REGIAO CEFALICA TOTALMENTE
ALTERADA (SETA). B E D, MAIOR AUMENTOS DE A E C,
RESPECTIVAMENTE. BARRA =0,1 CM

FONTE: a autora (2011)

Neste estudo, com embrides de Gallu gallus incubados por 3 e 7 dias, todas
as alteracbes morfolégicas observadas estavam relacionadas com a formacdo do
encéfalo. O desenvolvimento embrionario das demais estruturas e 6rgaos nao
apresentaram alteracées morfoldgicas.
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5 DISCUSSAO

A utilizacdo de embribes de aves como modelo possibilitou avaliar
morfologicamente o efeito do cloreto de manganés em diferentes concentragbes
durante algumas fases do desenvolvimento embrionario. Observou-se que 0S 0voS
expostos ao cloreto de manganés e incubados por trés dias, havia embrides com
membranas aparentemente mais sensiveis, quando comparadas com o embrido do
grupo, controle fechado e injetado com PBS. Esta diferenca pode estar relacionada
com a suscetibilidade de embrides de Gallus gallus expostos a agentes toxicos nos

estagios precoces de desenvolvimento. (RIVERO et al., 2006 ).

O percentual de falha no desenvolvimento embrionario foi elevado nos ovos
do grupo controle, sendo maior nos ovos do grupo injetado com PBS e incubados
por 3 dias Este indice mais elevado pode ser devido a contaminacéo, apesar de ter
sido utilizado, agulhas grossas estéreis para realizar a perfuracdo da casca e
agulhas de insulina novas em cada experimento. Em relacdo ao grupo controle
fechado, o indice elevado de falhas neste grupo pode ser justificado pelo fato de tratar-
se de um modelo biolégico muito sensivel, sujeitos a erros no desenvolvimento
decorrentes do transporte, manuseio, abertura da casca e condi¢ées da incubadora
(RIVERO 2005; YAMAMOTO, 2009). Porém os ovos dos grupos expostos as
diferentes concentracdes de cloreto de manganés (50 uM e 100 uM) principalmente
aqueles incubados por 7 dias apresentaram maior numero de falhas no
desenvolvimento que o controle fechado e o injetado com PBS. O cloreto de
manganés nestas concentracfes pode ter influenciado o desenvolvimento destes

embrides.

O estudo detalhado do desenvolvimento de certos 6rgaos constitui excelente
modelo para analise de processos de desenvolvimento como a padronizacdo do
corpo, especificacdo de informacéo posicional, a inducdo, a mudanca de forma e a
diferenciacdo celular. (HAMBURGER; HAMILTON, 1951; WOLPERT et al., 2000).
Neste estudo observou-se que os embrides expostos ao cloreto de manganés em
ambas as concentracdes apresentaram atraso no desenvolvimento do encéfalo em

relacdo as outras estruturas. Num mesmo individuo 0 nimero dos somitos e a
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morfologia dos brotos dos membros, ndo correspondem com o estadio de
desenvolvimento do encéfalo. O desenvolvimento do sistema nervoso central de
vertebrados ocorre a partir da formacdo da placa neural, préximo ao final da
gastrulacdo. A placa neural comeca a curvar-se para formar o tubo neural que se

torna regionalizado ao longo do eixo antero-posterior. (WOLPERT et al.,2000).

Além do atraso no desenvolvimento do encéfalo, verificou-se que os
embrides expostos ao cloreto de manganés apresentam altera¢c6es morfologicas na
formacdo do encéfalo, como formacdo de sulco atipico no mesencéfalo, falha na
subdivisdo do proséncefalo, alterac6es no tamanho e morfologia do telencéfalo. As
vesiculas encefélicas sdo formadas pela fusdo das pregas neurais da regido cefalica
e pelo fechamento do neuroporo rostral, formando o prosencéfalo, mesencéfalo e o
rombencéfalo. Posteriormente, o prosencéfalo subdivide-se em telencéfalo e
diencéfalo, o mesencéfalo ndo se divide e o rombencéfalo divide-se em metencéfalo
e mielencéfalo. (MOORE; PERSAUD, 2008).

As alteracdes mais graves foram observadas em embrides expostos ao
cloreto de manganés em ambas as concentracfes. Nestes embrides a regido
cefalica apresentou-se totalmente alterada e observou-se auséncia de
desenvolvimento da vesicula e placéide Optico ou malformac¢des dos mesmos.
Outros trabalhos que utilizaram embrides de Gallus gallus como modelo para avaliar
o efeito dos metais chumbo e cadmio, obtiveram resultados semelhantes com graves
alteracdes na regido cefalica. Desta forma, ambos foram considerados agentes
teratogénicos multipotentes capazes de alterar o padrdo de desenvolvimento do
sistema nervoso central. (RIVERO et al., 2006; YAMAMOTO, 2009).

Observou-se que no grupo controle fechado e o injetado com PBS houve um
pequeno namero de individuos que apresentaram alteragdes no desenvolvimento do
sistema nervoso central, os quais podem estar relacionados com erros genéticos
inerentes ao desenvolvimento embrionario. Segundo Gémez Dumm (2006) nas
malformacbes com bases genéticas ou aberracdes cromossOmicas, o defeito é

intrinseco e se expressa mesmo em embrido que esteja em um ambiente normal.

Nem todos os individuos dos grupos expostos ao cloreto de manganés,
manifestaram alteracdes, aproximadamente 40% tinham morfologias preservadas.
Tal fato pode estar relacionado com fatores genéticos, devido a variabilidade
individual intraespecifica. (RIVERO, 2005).
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Ainda é importante salientar que estes individuos, apesar de néo
apresentarem alteragcbes morfologicas, podem, apdés 0 nascimento, apresentar
alteracbes comportamentais e deficiéncia no sistema locomotor, dados que né&o
foram testados no presente trabalho. No estudo realizado por Rivero (2005), sobre o
comportamento pos-natal de embrides de Gallus domesticus expostos ao chumbo,
também foram observadas alteragcbes no desenvolvimento do sistema nervoso

central, além de menor atividade locomotora e menor atividade exploratoria.

Sabe-se que em seres humanos a exposicdo a elevados niveis de
manganés causam problemas no sistema nervoso apresentando mudancgas no
comportamento, movimentos lentos e desajeitados, como dificuldade em andar e
falar. (ATSDR, 2008). Outros trabalhos apresentam evidencias que a exposicao
excessiva ao manganés tem efeito na cognicdo das criancas. (MENEZES FILHO,
2009).

No presente estudo os resultados demonstram que em embrides de Gallus
gallus nos estadios precoces de desenvolvimento embrionario, o cloreto de
manganés em ambas as concentracdes causou alteracdes morfoldgicas e retardo no
desenvolvimento do encéfalo, entretanto sdo necessarios estudos adicionais, em
outros estadios de desenvolvimento, inclusive apds a eclosdo e outros modelos
experimentais contribuirdo para o melhor entendimento dos efeitos do cloreto de

manganeés.
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6 CONCLUSAO

Com o presente trabalho foi possivel concluir que:

o Ovos de Gallus gallus expostos ao cloreto de manganés nas concentragdes
de 50 e 100 puM apresentaram maior numero de falhas no desenvolvimento
embrionario, quando comparados com o grupo controle fechado e o controle injetado
com PBS.

o Os ovos expostos ao contaminante apresentaram maior nimero de embrifes

com rompimento de membranas.

o Nos grupos contaminados, observou-se maior numero de embrides com
atraso no desenvolvimento da regido cefalica em relacdo ao niumero de somitos e

desenvolvimento dos brotos dos membros no mesmo individuo.

o Nos embrifes expostos ao cloreto de manganés a regido cefalica foi a mais
afetada, apresentando alteracfes nas vesiculas encefalicas e no desenvolvimento

das vesiculas e placoéides opticos.

o O cloreto de manganés nas concentracdes utilizadas apresentou efeito
teratogénico como alteracdes morfolégicas e atraso no desenvolvimento do

encéfalo.
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