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RESUMO

Atualmente os embrides de aves tém sido frequentemente utilizados
como modelo de estudos experimentais por serem de facil obtencdo e
monitoramento, pelo curto periodo de desenvolvimento, por sua maior
sensibilidade a acdo de agentes quimicos entre outras vantagens. Diversas
substancias podem agir sobre os mecanismos da embriogénese, alterando as
caracteristicas normais do individuo. O cadmio (Cd) é um metal pesado de
elevada toxicidade e apresenta varios trabalhos que relatam seus efeitos
adversos em uma variedade de modelos animais, inclusive em embrides de
galinha. Para avaliar as condigbes em que um organismo se encontra € possivel
utilizar biomarcadores que demonstrem alteracées a nivel tecidual, celular ou
molecular. Como o embrido de ave apresenta varios aspectos que favorecem seu
uso como modelo de estudo em toxicologia, surgiu a necessidade da
padronizagao de metodologias aplicadas ao estudo da exposi¢cao de embrides de
aves a contaminantes ambientais para serem utilizadas no laboratério de Biologia
do Desenvolvimento e de Toxicologia celular da UFPR. Para o presente trabalho,
embrides de Gallus gallus (galinha) foram expostos ao cadmio através da injecéo
da solugao de cloreto de cadmio (5 uM e 50 uM) na regido da camara de ar do
ovo. O grupo controle recebeu injecdo de solugao de PBS. Apds a exposi¢ao, os
ovos foram incubados durante 48 h e 72 h, que correspondem aos estagios de
desenvolvimento embrionarios 12-13 e 18-19 (HAMBURGER e HAMILTON,
1951), respectivamente. Para as analises morfoldgicas os embrides foram fixados
em Carnoy e corados com Carmalumen de Mayer. As atividades enzimaticas da
Glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) e da Glutationa S-transferase (GST)
dos embrides foram quantificadas em um espectrofotdbmetro de microplaca.
Durante a coleta dos embrides houve uma perda significativa de individuos que
rasgaram (principalmente os embrides de 48 h), além dos que morreram ou nao
desenvolveram. Verificou-se que os individuos expostos a maior dose de Cd
apresentaram mais alteragdes, principalmente na regido cefalica, que os
embrides dos demais grupos. Nas analises enzimaticas, houve um aumento na
atividade especifica da G6PDH em embrides num estadio mais avancado de
desenvolvimento. Portanto, os embrides de galinha demonstraram ser bons
modelos de estudo para contaminantes ambientais, apresentando elevada

sensibilidade ao cadmio.



1 INTRODUGAO

1.1 Embrides de aves como modelo de estudo

Embora os embrides de aves sejam comumente empregados como
modelo para estudos nas areas de embriologia comparada e biologia do
desenvolvimento, eles também tém sido usados como modelo para estudos de
agentes toxicos, ja que sdo muito sensiveis a agdo de agentes quimicos
(BRUNSTROM e REUTERGARD, 1986; BRUNSTROM, 1988 e 1989; ENGWALL
et al., 1994).

Algumas das vantagens em se utilizar embribes de aves como
bioindicadores incluem a facilidade de obtencdo, manipulacdo e monitoramento
de alteragdes durante o desenvolvimento embrionario. Outros aspectos que
favorecem seu uso sdo: 1) os ovos sao do tipo megalécito (dispondo de reservas
nutricionais e ndo dependendo do ambiente externo para nutricdo durante o
desenvolvimento embrionario); 2) apresentam membranas envoltdrias
resistentes; 3) o tempo total de desenvolvimento é curto (21 dias no caso de
galinhas); 4) os embrides desenvolvem-se na auséncia do organismo materno e
na regiao superior do ovo, permitindo que o desenvolvimento embrionario possa
ser acompanhado diariamente em laboratério (SCHOENWOLF, 1999) e, 5) seu
desenvolvimento é muito bem documentado (HAMBURGER e HAMILTON, 1951).
Tais caracteristicas fazem do embrido de ave um excelente modelo para avaliar
os efeitos de agentes quimicos toéxicos no desenvolvimento embrionario e,
dependendo dos estagios avaliados, importantes comparagdes com mamiferos
podem ser realizadas.

A espécie de ave mais utilizada em estudos de laboratério é Gallus gallus
(galinha, Figura 1), sendo necessario incubar os ovos por um periodo de 21 dias,
em temperatura de 38°C, oxigenagc&o e umidade apropriadas para que a ecloséo
possa ocorrer (GONZALES, 1994). A relagao entre o aparecimento de estruturas
embrionarias com o tempo de desenvolvimento pode ser organizada em estadios
(HH) (HAMBURGER e HAMILTON, 1951), o que permite acompanhar as rapidas
transformagdes embrionarias que n&o poderiam ser registradas apenas em

funcdo do periodo em desenvolvimento. Assim, o conhecimento das etapas do



desenvolvimento embrionario permite acompanhar a organizagdo estrutural

basica do embriao.

Figura 1. Fémea adulta e individuos jovens de Gallus gallus.

1.2 Desenvolvimento embrionario de Gallus gallus

As aves apresentam ovos do tipo telolécito (possuem grande quantidade
de vitelo), ja que o desenvolvimento embrionario se da externamente ao corpo da
fémea (GILBERT, 1995).

O processo de clivagem (discoidal, Figura 2) do évulo fertilizado se inicia
no oviduto da galinha, resultando na formagao do blastodisco ou blastoderme no
topo de uma massa de vitelo, o qual passa a ser envolvido pelo albume e pela
casca (WOLPERT, 2000). A regiao central do blastodisco, situada sobre uma
cavidade (espago subgerminativo), € translucida (area pelucida), ao contrario da
regido externa mais escura (zona opaca). Apdés a postura do ovo o embrido
apresenta duas camadas de células: o epiblasto (superior, originara o embrido) e
o hipoblasto (inferior, originara estruturas extra-embrionarias), dando inicio a fase
da gastrulagédo (GILBERT, 1995).
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Figura 2. llustracdo esquematica da clivagem discoidal das aves e répteis.

O inicio da gastrulagdo é marcado pelo desenvolvimento da linha primitiva,
precursora do eixo antero-posterior. Ela representa a regido onde as células do
epiblasto estdo proliferando e migrando para o interior, para baixo da camada
superior (WOLPERT, 2000). Na extremidade anterior da linha é formada uma
condensacao de células conhecida como n6 de Hensen, que dara origem a
notocorda. Portanto, durante a gastrulagdo ocorrem intensos movimentos de
células e camadas celulares, que culminam com a formacgao dos trés folhetos
embrionarios: endoderme, mesoderme e ectoderme. Da endoderme se originam
o epitélio respiratorio, a bexiga, o trato digestivo e seus derivados. A mesoderme
da origem ao sistema musculo-esquelético, tecidos conjuntivos e outros 6rgaos
internos como rins e coragdo. Ja da ectoderme se originam a epiderme, seus
anexos € o sistema nervoso (WOLPERT, 2000).

O desenvolvimento do embrido de ave € antero-posterior, pois ocorre
simultaneamente a gastrulagdo em regides posteriores do embrido e o inicio da
neurulagcédo na sua regido anterior. Durante a neurulagéo, a ectoderme se separa
em dois compartimentos distintos: ectoderme de revestimento (dara origem a
epiderme e seus anexos) e ectoderme neural (formara o sistema nervoso).

A neurulacado consiste da formacdo da placa neural na linha média do
embrido, que se invagina formando o sulco neural ao centro, com as pregas
neurais nas laterais. Esta invaginag¢ao dara origem ao tubo neural (Figura 3) que
na sua por¢ao mais anterior formara o encéfalo e na porgédo posterior a medula
espinhal. As células contidas nas extremidades das dobras neurais irdo se
segregar e formar a crista neural. Acompanhando a neurulagdo e o

desenvolvimento da dobra cefalica, o embrido também se dobra no lado ventral



para formar o intestino, o que une os dois rudimentos de coragéo para formar um

orgao localizado ventralmente em relagéo ao intestino.

crista neuronal

placa neural

células da crista
neural

I
!

tubo neu'ra[ notocorda

50 um

Figura 3. Formacgao do tubo neural. A — llustragao do destacamento das células da crista
neural durante o fechamento do tubo neural. Fonte: WOLPERT et al., 2000. B -
Micrografia eletrénica de varredura mostra uma secgao transversal do tronco de um
embrido de galinha de dois dias. Fonte: ALBERTS et al., 2006.

A formagdo de somitos progride em uma direcdo posterior a uma
velocidade de aproximadamente um par de somitos por hora. Em torno de dois
dias apos a postura o embrido ja atingiu o estadio de 20 somitos, e em trés dias,
em torno de 40 somitos sdo formados, a cabeca esta bem desenvolvida, o
coracdo formado e os membros estdo comecando a se desenvolver. llhas de
sangue (onde a hematopoiese estd ocorrendo) e vasos sanglineos
desenvolveram-se em tecidos extra-embrionarios sendo que esses vasos
conectam-se com aqueles do embrido para permitir a circulagcdo com o batimento
cardiaco. Nesse estadio, o embrido vira-se de lado e a cabeca esta fortemente
flexionada. O embrido obtém a sua nutricdo pelas membranas extra-
embrionarias, que também fornecem protecado. O saco amnioético, cheio de fluido,

fornece protecao mecanica; o corion envolve todo o embrido e fica imediatamente



sob a casca; o alantdide recebe produtos excretorios e prové o sitio de troca de
oxigénio e diéxido de carbono; o saco vitelinico envolve o vitelo (WOLPERT et al.,
2000).

No tempo restante, antes da eclosdo, os olhos e o0s ouvidos se
desenvolvem a partir das vesiculas Opticas e 6ticas, respectivamente. O embrido
cresce em tamanho, os 6rgaos internos se desenvolvem, as asas, pernas € o
bico sdo formados e penas inferiores formam-se nas asas e no corpo. O pinto

eclode 21 dias ap6s a postura do ovo.

1.3 Cadmio

Diversas substancias podem agir sobre os mecanismos da embriogénese,
alterando o padrdo normal da espécie (VODELA et al., 1997; DIAS e MULLER,
1999; HEATON e BRADLEY,1995; CARVALHO, 2002; SCHATZ, 2003). As
anormalidades entre embrides podem ser usadas para indicar o potencial
teratogénico dos compostos (CHO e LEE, 1990; HEINRICH-HIRSCH et al.,
1990), e as medidas do embrido, saco vitelinico ou massa dos 6rgéos indicam se
um composto interfere com o crescimento (MAYER et al., 1992). A mortalidade é
o ultimo biomarcador dos efeitos toxicos e indica a agao letal de um composto.

Diversas acbes antropicas sdo responsaveis pelo impacto ambiental que
alteram o equilibrio normal dos ecossistemas resultando na morte de varias
espécies. A utilizagcdo do cadmio em processos industriais como pigmentos,
estabilizantes de plasticos, ligas metalicas e principalmente na fabricacdo de
baterias de niquel-cadmio (Figura 4B) tem aumentado significativamente desde o
fim do século XX (THOMPSON et al., 2005; CULLINANE et al., 2009).

O cadmio € um metal de transicéo, sélido a temperatura ambiente (Figura
4A) e é extremamente téxico, sendo classificado em 7° lugar no ranque de
prioridade da lista de substancias perigosas da Agéncia para Substéncias
Toxicas e Registro de Doengas (ATSDR, 2007). Nao é considerado um metal
essencial ja que se desconhecem fungdes nutritivas ou fisioldgicas deste metal.
As principais formas de exposicdo ao cadmio sao por via oral (através de
alimentos e agua contaminados) e por inalagdo do ar de areas urbanas proximas

a industrias. A fumaca de cigarro é considerada a principal fonte de contaminagéo



cronica, onde 0,2 a 1,0 ug de Cd é assimilado por cigarro fumado (ZHANG et al.,
2009).

Figura 4. Cadmio. A — llustragdo do cadmio soélido a temperatura ambiente. B — Utilizagao
do Cd para a producédo de baterias niquel-cadmio.

Sabe-se que o cadmio possui efeitos carcinogénicos, causando cancer de
pulm&o, faringe, rins e prostata em humanos (CULLINANE et al., 2009). Nos
fumantes pode contribuir para a reducdo de fertilidade, visto que o Cd esta
associado com a perda das jungdes intercelulares que sao essenciais para o
movimento normal do ovdcito no trato genital feminino e para o desenvolvimento
do blastocisto (CULLINANE et al., 2009).

O Cd é conhecido por causar efeitos adversos em uma ampla variedade
de animais como ratos, camundongos, hamsters, sapos, peixes e galinhas,
afetando diferentes tipos de tecidos.

Varios estudos reportam os efeitos do Cd em embrides de galinhas. Sua
exposicao pode causar defeitos faciais, oculares e auditivos, anormalidades dos
membros, defeitos na parede do corpo, tubo neural, anomalias no coracao,
pulméao e rins, atraso no desenvolvimento e morte (THOMPSON et al., 2005). Em
um estudo com embrides de galinha expostos ao Cd com 60 h de incubagao
(estagios 16-17 HH) foi identificado o crescimento anormal da mesoderme lateral,
na direcdo dorsal resultando no desenvolvimento defeituoso da parede ventral do
corpo com caracteristicas similares as anormalidades humanas como a
onfalocele (THOMPSON e BANNIGAN, 2007). As primeiras mudancgas
histologicas detectaveis nos embrides afetados foram a desagregacgéo de células
peridérmicas apos 4 h de exposi¢cao seguida de apoptose na mesoderme dos
somitos (THOMPSON et al., 2008). Outros estudos relatam o rompimento de

juncdes celulares e mudangas no formato de células em varios tecidos como



endotélio (GABBIANI et al., 1974; QUALIFE et al.; 1984; SCHLAEPFER, 1971),
células epiteliais renais (PROZIALECK e NIEWENHUIS, 1991; NIEWENHUIS et
al., 1997), epitélio corneo (WEIDNER e SILLMAN, 1997) e epitélio intestinal
(DUIZER et al., 1999).

1.4 Biomarcadores

O uso de biomarcadores permite avaliar a saude dos organismos e,
indiretamente, permite inferir o grau de contaminacdo em que o ambiente se
encontra. Os biomarcadores podem pertencer a direrentes niveis de organizagao
biolégica, indicando a exposigdo ou o efeito de compostos em organismos
(AMARAL et al., 2006). Varios trabalhos utilizando analises histopatoldgicas de
embrides de galinha expostos ao cadmio estdo disponiveis na literatura
(THOMPSON et al., 2008; CULLINANE et al., 2009; THOMPSON et al., 2005;
THOMPSON e BANNIGAN, 2007), porém nao foi encontrado nenhum trabalho
publicado utilizando a atividade de enzimas antioxidantes como biomarcadores.
De acordo com Halliwell (2000): “Antioxidante é qualquer substancia que, quando
presente em baixa concentracdo comparada a do substrato oxidavel, regenera o
substrato ou previne significativamente a oxidacdo do mesmo”.

No organismo, as espécies reativas de oxigénio (EROs) encontram-se
envolvidas na imunidade inata, regulacdo do crescimento celular, sinalizagéo
intercelular e sintese de substancias biologicamente ativas (BARREIROS et al.,
2006). No entanto, o excesso de EROs resulta em efeitos prejudiciais, tais como
os danos as biomoléculas como lipideos, proteinas, carboidratos e DNA (HUSAIN
et al., 1987).

Dentre as EROs, o radical HO« € o mais deletério ao organismo, pois
devido a sua meia-vida muito curta dificimente pode ser sequestrado in vivo
(BARREIROS et al, 2006). O peroxido de hidrogénio isoladamente é
praticamente indcuo, porém pode se difundir facilmente através das membranas
celulares como, por ex., a membrana do nucleo. Devido ao fato da célula possuir
metais de transi¢cao, ocorre geracao do radical HO+ em seu interior.

O metabolismo envolve dois tipos de reagdes bioquimicas, conhecidas
como reacgoes de fase | e reacdes de fase Il. As reacdes de fase | sdo catabdlicas

(oxidagao, reducgao, hidrolise) e os produtos frequentemente sdo quimicamente



mais reativos e, portanto, paradoxalmente, algumas vezes mais tdxicos que a
substancia original. As reagdes de fase Il sdo anabdlicas e envolvem conjugacao,
que habitualmente resultam em produtos inativos, embora hajam excec¢des
(RANG et al. 2004).

A enzima glutationa S-transferase (GST) pertence a fase |l do metabolismo
sendo responsavel pela conjugacao de componentes eletrofilicos ou oriundos da
fase | com a glutationa reduzida (GSH). A atividade desta enzima pode ser
indiretamente associada ao estresse oxidativo, uma vez que ela utiliza como co-
fator o GSH e este também participa na degradacao do perdxido de hidrogénio
(H202) através da atuacao da enzima Glutationa peroxidase (GPx).

A glucose-6-fosfato-desidrogenase (G6PDH) € a primeira enzima limitante
para a via pentose fosfato. Ela participa na geracédo de NADPH e ribose-5-fosfato
sendo importante na biossintese redutiva de varias moléculas importantes, como
lipideos, proteinas e acidos nucléicos, que sao cruciais para o crescimento celular
(KAN et al., 1988; SLENZKA et al., 1995; GOMEZ-MILAN e LOZANO, 2007). A
G6PDH também faz parte do sistema de defesa antioxidante em virtude de sua
capacidade em gerar poder redutor da forma do NADPH (URSINI et al., 1997;
SALVEMINI et al., 1999; ZIRONG e SHIJUN, 2007).

Embora o cadmio ja tenha sido utilizado para o estudo morfoldégico de
efeitos teratogénicos em embribes de ave, ainda se faz necessaria a
padronizagdo de metodologias para a avaliagdo conjunta dos seus efeitos sob o

ponto de vista bioquimico e morfoldgico.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

- Padronizar uma metodologia para avaliagdo dos efeitos da exposi¢céo ao

cadmio utilizando como modelo embrides de Gallus gallus (galinha).

2.2 Objetivos especificos

- Testar a eficiéncia de um método de exposigdo de embrides de galinha a um
agente téxico;

- Expor embrides de galinha ao cadmio nas concentragbes de 5 e 50 uM durante
48 e 72 h (estadios embrionarios 12-13 e 19-20);

- Avaliar os efeitos da exposicao através do estudo morfolégico e da verificagéo

da atividade das enzimas antioxidantes GST e G6PDH.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Desenho experimental

- Obtencgao dos embrides:

Ovos fertilizados de Gallus gallus foram fornecidos pela Empresa Da
Granja Agroindustrial Ltda.

ApOs higienizagdo, os ovos foram analisados através do ovoscopio para

verificagao da viabilidade e presenca de rachaduras na sua casca.

- Determinacgao do local da contaminagao:

Inicialmente alguns ovos foram injetados com 200 uL do corante vital Azul
de Tripan na camara de ar (Figura 5) e outros no albumen, para confirmagéo do
melhor local para uma rapida dispersdao do contaminante sobre o embrido. Os
embrides foram incubados por 48 horas e os ovos abertos para verificar a

dispersao do corante.

) blastoderme (embrido)
albume Casca .
(clara do ovo) | cememetee., 98MA (vitelo)

| P,

& v
N \

cAmaradear eeg | % calaza
.ll g
membranas  Membrana
da casca vitelinica

Figura 5. Estrutura de um ovo fertilizado de galinha no momento da postura.
Fonte: Biologia do Desenvolvimento (WOLPERT et al., 2000)

- Grupo experimental:
Como os ovos injetados na camara de ar mostraram melhor resultado,
foram injetados neste local 200 uL de solugdo de cloreto de cadmio (CdCIl) em

duas concentragdes diferentes (5 e 50 uM). Os ovos contendo os individuos
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controles foram injetados com 200uL de solug&o salina tamponada com fosfato
(PBS). Para a administracdo da dose foi utilizada uma agulha grossa para
perfurar a casca do ovo (Figura 6 A) e assim facilitar a posterior entrada da
agulha de insulina, que € mais fina (Figura 6 B). Apds a inje¢ao do contaminante
e remogao da agulha, o orificio nos ovos foi selado com fita adesiva e os ovos
incubados (temperatura de 38° C, umidade relativa de 65 a 75%) por 48 e 72 h,

até atingirem os estadios embrionarios 12-13 e 19-20 (HH), respectivamente.

Figura 6. Exposicao dos ovos ao cloreto de cadmio. A — Ovo sendo perfurado com
agulha grossa na camara de ar. B — Contaminante sendo injetado com a utilizacdo de
uma agulha de insulina.

Um total de 510 ovos foi utilizado no estudo (Tabela 1). Deste total 233
ovos foram coletados com 48 h de incubagdo e 263 com 72 h de incubacéo.
Quatorze ovos foram incubados sem furar e injetar, servindo como controle de

técnica, indicando se a simples inje¢cao pode causar alteragdes nos embrides.

TABELA 1 — Quantidade de ovos utilizados para o experimento.

48 h 72 h Sem injetar TOTAL
CONTROLE 84 89
5uM de Cd 62 103
50uM de Cd 87 71
TOTAL 233 263 14 510
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3.2 Analise Morfologica

3.2.1 Coleta dos embrides e Montagem total

Quarenta e oito e setenta e duas horas apds a exposi¢cédo, os ovos foram
abertos (Figura 7 A) e os discos embrionarios recortados com o auxilio de tesoura
e pinga. A seguir, foram transportados para uma placa de Petri contendo PBS,
(Figura 7 B). Para remogao do excesso de vitelo os embrides foram lavados em
PBS. Um papel filtro retangular com uma janela em losango na regiao central foi
encaixado sobre o embrido para manté-lo distendido e submerso na solugao
fixadora (Figura 7 C). Em seguida, os embrides foram fixados em solugéo
fixadora Carnoy, por 2 h a temperatura ambiente em uma placa de Petri tampada
(Figura 7 D). Apos foram lavados em agua destilada e colocados em etanol 70%,
onde permaneciam alguns dias. Para a coloragao, os embrides foram hidratados
em agua destilada por 10 minutos e colocados no corante Carmalumen de Mayer
por 48 h aproximadamente, ou até ficarem vermelhos. Apds a coloragdo, 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®. Apds a confec¢do das laminas

permanentes, a analise foi realizada sob microscépio de campo claro.
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Figura 7. Coleta dos embrides. A — Embrido (seta maior) aderido ao saco vitelinico, onde
observa-se sua vascularizagdo extra—embrionaria (seta menor) e o disco embrionario
(tracejado). B — Transferéncia do disco embrionario para recipiente contendo PBS. C —
Disco embrionario coberto com papel filtro. D — Embrides sendo fixados em solugéo de
Carnoy.

3.2.2 Determinacgéo do estadio embrionério

O estadio de desenvolvimento embrionario foi determinado de acordo com
o numero de somitos (Tabela 2) e com as caracteristicas descritas em cada

estadio (Tabela 3) segundo Hamburger-Hamilton (1951, reeditado em 1992).
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TABELA 2 — Estadio de desenvolvimento embrionario de acordo com a contagem
de somitos (HAMBURGER e HAMILTON, 1992).

Tempo de incubagao Estagio embrionario Somitos
29a33h 9 7
33a38h 10 10
40a45h 11 13
45a49h 12 16
48a52h 13 19
50a53h 14 22
50a55h 15 24-27
51a56h 16 26-28
52 a64h 17 29-32
65a69h 18 30-36
68a72h 19 37-40
70a72h 20 40-43

TABELA 3 — Caracteristicas presentes nos embrides de galinha de acordo com o

estadio de desenvolvimento embrionario.

Estadio Caracteristicas

embrionario

9 ¢ Primordios do coracdo comecam a se fundir. Neurdporo anterior
aberto (Figura 8).

10 e O primeiro par de somitos torna-se disperso (ndo entra na

contagem). Primeira indicagao de flexao cranial (Figura 8).

11 e Leve flexura cranial. Neuroporo anterior esta fechando.
Vesiculas Opticas estdo comprimidas na base. Coragdo se

inclina para a direita permitindo sua visualizagao (Figura 8).

12 e Neurdporo anterior esta fechado. Destaque do telencéfalo.
Vesiculas opticas primarias e pedunculo 6ptico bem definidos.
Fenda auditiva esta aberta. Coracédo possui formato levemente

em S. Prega facial do a&mnion cobre toda a regido do
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prosencéfalo (Figura 8).

13

A cabeca esta parcialmente voltada para a direita. Flexuras
craniais e cervicais se inclinam amplamente. Ampliacao
diferenciada do telencéfalo. Leve estreitamento da abertura da
fenda auditiva. Canal atrio-ventricular € observado por
constrigdo. Prega facial do amnion cobre o prosencéfalo,

mesencéfalo e a parte do metencéfalo (Figura 9).

14

Flexuras e rotagdes: Flexura cranial — eixos do prosencéfalo
(telencéfalo + diencéfalo) e romboencéfalo (metencéfalo +
mielencéfalo) formam um angulo quase reto. Flexura cervical se
inclina completamente. Rotacdo do corpo até os somitos 7-9.
Arcos branquiais: 1 e 2, e fendas 1 e 2 s&o distintas.

Vesicula 6ptica primaria comega a invaginar. Abertura da fenda
auditiva é contraida.

Amnion se estende até os somitos 7-10 (Figura 9).

15

Prega lateral do corpo se estende da regidao anterior até os
somitos 15-17.

Flexuras e rotacdes: Flexura cranial — eixos do prosencéfalo
(telencéfalo + diencéfalo) e romboencéfalo (metencéfalo +
mielencéfalo) formam um angulo agudo. O contorno ventral do
prosencéfalo e romboencéfalo esta aproximadamente paralelo.
O tronco é nitido. Rotacao se estende até os somitos 11-13.
Arcos branquiais: arco visceral 3 e fenda 3 s&o distintas.
Vesicula 6ptica esta completamente formada.

Amnion se estende até os somitos 7-14 (Figura 9).

16

Prega lateral do corpo se estende até os somitos 17-20.
Flexuras e rotacbes: Todas as flexuras sdo mais acentuadas
que o estagio 15. Rotagao se estende até os somitos 14-15.
Broto da cauda curto em cone ereto.

Amnion se estende até os somitos 10-18 (Figura 9).

17

Prega lateral do corpo se estende ao redor de toda a
circunferéncia do corpo.

Brotos dos membros: Ambos os brotos das asas e das pernas
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se elevam da blastoderme pelo dobramento das pregas do
corpo. Ambos representam dilatagdes distintas com tamanhos
aproximadamente iguais.

Flexuras e rotacbes: Nao ha mudanga na flexura cranial.
Flexura cervical apresenta-se mais inclinada que nos estadios
anteriores. Rotacao se estende até os somitos 17-18.

Pregas da cauda se inclinam ventralmente

Amnion consideravelmente variavel, podendo cobrir parte da

cauda (Figura 10).

18

Broto da cauda €& ampliado: brotos da perna se tornam
levemente maiores que os brotos das asas.

Flexuras e rotacdes: Na flexura cervical, o eixo da medula forma
um angulo aproximadamente reto com o eixo do tronco
posterior. A rotacao se estende para a parte posterior do corpo
O broto da cauda se inclina para a direita.

Amnion geralmente fechado, ocasionalmente uma cavidade

oval na regido lombar (Figura 10).

19

Brotos dos membros: ampliados e simétricos. Brotos da perna
sao levemente maiores e volumosos que os brotos das asas.
Flexuras e rotagdes: Na flexura cervical, o eixo da medula forma
um angulo agudo com o eixo do tronco. A flexura do tronco
praticamente ou inteiramente desaparece devido a rotagdo do
corpo inteiro.

Broto da cauda curvado, sua extremidade aponta para frente.
Alantoide:Uma pequena bolsa de tamanho variavel; ainda nao
vesicular.

Olhos nao pigmentados (Figura 10).

20

Flexuras e rotagdes: Flexura cervical mais acentuada que no
estadio 19. A dobra da regido caudal comega a se estender em
diregado a regiao lombo-sacral. Rotagdo completada.

Alantéide: Vesicular, tamanho variavel.

Olho pigmentado, coloragdo acinzentada clara (Figura 10).
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Figura § Embrides nos estadios embrionarios 9, 10, 11 e12.
AM = Amnion; AU = Vesiculas auditivas; C = Coragado; N = Neuréporo anterior; O =
Vesicula optica; S = Somitos; T = Telencéfalo. Fonte: Hamburger e Hamilton (1951).
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AU

15 A

Figura 9. EmbriGes nos estadios embrionarios 13, 14, 15 e 16.
AM = Amnion; AR = Arcos branquiais; AU = Vesiculas auditivas; BC = Broto da cauda; C

= Coracao; D = Diencéfalo; M = Mesencéfalo; Ml = Mielencéfalo; MT = Metencéfalo; O =
Vesicula optica; S = Somitos; T = Telencéfalo. Fonte: Hamburger e Hamilton (1951).
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Figura 10. Embrides nos estadios embrionarios 17, 18, 19 e 20.

AM = Amnion; AR = Arcos branquiais; AU = Vesiculas auditivas; BA = Broto da asa; BC =
Broto da cauda; BP = Broto da perna C = Coracado; D = Diencéfalo; FC = Flexura
cervical; M = Mesencéfalo; MT = Metencéfalo; N = Neurdporo anterior; O = Vesicula
optica; R = Romboencéfalo; S = Somitos; T = Telencéfalo. Fonte: Hamburger e Hamilton
(1951).
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3.3 Analises bioquimicas

Os embrides coletados foram lavados em PBS e armazenados a -80 °C
até as analises. Para as anadlises enzimaticas, as amostras foram
homogeneizadas em 200 uL de PBS gelado e centrifugadas a 12.000 g, por 30
min a 4° C (as amostras foram mantidas no gelo). As amostras foram

centrifugadas novamente, caso o sobrenadante nao estivesse limpido e cristalino.

3.3.1 Atividade da Glutationa S-Transferase (GST)

A atividade da GST foi mensurada através do aumento da absorbéancia
resultante da formacdo de um tioéter pelos substratos GSH (molécula
endobidtica) e 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB, substrato sintético utilizado
para determinar praticamente todas as isoformas de GST ja identificadas em
mamiferos) (FILIPAK NETO, 2007).

Na microplaca foram adicionados 40 uL de sobrenadante (PBS no caso do
branco), seguidos por 110 ul de meio de reagéo (4 mM de GSH, 2 mM de CDNB,
em tampao fosfato de potassio 0,1 M, pH 6,5; colocado imediatamente antes da
leitura). Duas réplicas de cada amostra foram lidas espectrofotometricamente a

340 nm, em intervalos de 1 min durante 5 min.

3.3.2 Atividade da Glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH)

O método baseia-se no aumento de absorbancia provocada pela reducéo
do NADP* a NADPH pela G6PDH. Para a prepara¢édo do meio de reagéo foram
utilizados tampao Tris-HCI 0,1 M MgCls 10 mM, pH 8,0, NADP* a 1,0 mM e

Glicose-6-fosfato a 2,0 mM. Na microplaca foram adicionados 30 ul de amostra
(PBS no caso do branco), seguidos de 120 ul do meio de reacéo (0,1 M de Tris-
HCI, 10 mM de MgClo, pH 8,0; 1,0 mM de NADP" e 2,0 mM de Glicose-6-fosfato)

e procedeu-se a leitura a 340 nm em espetrofotdmetro de microplaca, no tempo 0

(zero) e apds 30 min de reagao.
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3.3.3 Quantificacdo de proteinas totais

Para normalizar os dados obtidos nos diferentes ensaios bioquimicos, a
concentragao de proteinas foi determinada (BRADFORD, 1976).

Na microplaca foi adicionado 5 ul do sobrenadante de cada amostra
seguidos de 250 ul do reativo de Bradford® (Coomassie brilliant blue) e para o
branco foi adicionado PBS. Duas réplicas de cada amostra foram empregadas e

a leitura foi realizada em espectrofotometro a 620 nm.
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4 RESULTADOS
4.1 Metodologia empregada
Observou-se que os ovos injetados com o corante na camara de ar

demonstraram melhor dispersdo do corante sobre o embrido que aqueles
injetados na clara do ovo. Portanto, todos os ovos foram injetados com o

contaminante na camara de ar (Figura 11).

Figura 11. Ovo injetado com corante vital Azul de Tripan. A — Na cadmara de ar, onde o
corante se depositou sobre o disco embrionario (seta). B —Na clara do ovo.

N&o houve diferenga significativa entre as taxas de sobrevivéncia e
mortalidade entre os grupos expostos ao Cd (5 uM de Cd e 50 yM de Cd) e o
grupo controle em ambos os tempos de incubagao (48 e 72 h, Tabela 4 e 5), ou
entre os dois periodos de exposicdo quando comparados dentro de uma situagao
de exposi¢ao ou ndo exposi¢cado. Porém, observou-se que houve um aumento na
taxa de falha no desenvolvimento para os embrides de 72 h (21%) expostos a 50
MM de Cd em relagdo aos expostos a mesma concentragao de Cd durante 48h
(7%), enquanto que para os outros grupos nao houve diferenca significativa.

A quantidade de embrides que foram rasgados foi significativamente
grande, sendo ainda maior nos individuos com 48 h de incubagao (27%), devido
ao seu pequeno tamanho e maior fragilidade. Para calcular as porcentagens de
sobrevivéncia, mortalidade e ndo desenvolvimento foi descontado o nimero de

embrides que foram rasgados do total de individuos utilizados para cada grupo.
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TABELA 4 — Quantidade de embrides com 48 h de incubagédo que sobreviveram,

morreram, nao desenvolveram ou rasgaram.

48 h CONTROLE 5 uM de Cd 50 uM de Cd
Vivo 40 (69%) 30 (68%) 48 (70%)
Morto 11 (19%) 9 (20%) 15 (22%)
Nao
desenvolveu 7 (12%) 5 (11%) 5(7%)
Rasgou 26 (31%) 18 (29%) 19 (22%) 63 (27%)
TOTAL 84 (100%) 62 (100%) 87 (100%) 233 (100%)
Total sem
rasgar 58 (69%) 44 (71%) 68 (78%) 170 (73%)

TABELA 5 — Quantidade de embrides com 72 h de incubagao que sobreviveram,

morreram, ndo desenvolveram ou rasgaram.

50 pM de Sem
72 h CONTROLE | 5 uM de Cd Cd injetar
Vivo 57 (70%) 53 (63%) 36 (59%) 7 (58%)
Morto 13 (16%) 21 (25%) 12 (20%) 5 (41%)
Né&o | 1 | e
desenvolveu 12 (14%) 10 (12%) 13 (21%)
Rasgou 7 (8%) 19 (18%) 11 (15%) 2 (14%) 39 (14%)
TOTAL 89 103 71 14 277
Total sem
rasgar 82 (92%) 84 (82%) 60 (85%) 12 (86%) | 238 (86%)

Para os embrides incubados por 48 h, foram observados 5 estadios
embrionarios diferentes. Houve ocorréncia de apenas um individuo no estadio 9,
dois no estadio 14 e trés no estadio 13. Predominaram os estadios 11 e 12 com
ocorréncia de quatorze e vinte e dois individuos, respectivamente. Para o grupo
controle, verificou-se maior incidéncia de embrides no estadio 11 e para os
grupos expostos predominou o estadio 12 (Tabela 6). Nao foram contados
somitos que nao estivessem inteiramente formados ou separados por fendas da
mesoderme adjacente. O primeiro somito nao foi contado a partir do estadio 10

do desenvolvimento, quando comegava a diminuir.



TABELA 6 — Estadios embrionarios dos embrides com 48 h de incubagao.

24

48 h Estadio9 | Estadio 11 | Estadio 12 | Estadio 13 | Estadio 14 TOTAL
Controle 1(7%) 7 (54%) 3 (23%) 1(7%) 1(7%) 13 (100%)
Y R — 2 (16%) 8 (66%) 1(8%) 1(8%) 12 (100%)
Y R — 5 (29%) 11 (65%) 1(6%) | —ooos 17 (100%)
Total 1(2%) 14 (33%) 22 (52%) 3 (7%) 2 (5%) 42 (100%)

Nos embrides incubados por 72 h também foram encontrados 5 estadios

embrionarios diferentes, sendo observado apenas um individuo no estadio 13 e
quatro no estagio 16. Houve a ocorréncia de dez individuos no estadio 15 e onze

no estadio 17, predominando o estadio 18 com vinte e dois embrides. Para todos

0s grupos verificou-se maior incidéncia de embrides no estadio 18 (Tabela 7).

TABELA 7 — Estadios embrionarios dos embrides com 72 h de incubagao.

72 h Estadio Estadio Estadio Estadio Estadio TOTAL
13 15 16 17 18

Controle 17
---------- 3(17%) 2 (12%) 3 (17%) 9 (53%) (100%)

5mM 18
1(5%) 4 (22%) 2 (11%) 4 (22%) 7 (38%) (100%)

50mM 18
---------- 6 (34%) e 4 (22%) 8 (44%) (100%)

TOTAL 53
1 (2%) 13 (24%) 4 (8%) 11 (21%) 24 (45%) | (100%)

4.2 Andlises morfologicas

Foi analisado um total de 45 embrides incubados por 48 h, sendo 14
controles, 15 expostos a menor dose de Cadmio e 18 da maior dose (Tabela 8).

Verificou-se que 21% (Figura 12) dos individuos controles apresentaram
alteracodes, principalmente na formacao de vesiculas Opticas. Mas a maioria dos
individuos nao apresentou alteragdes significativas (Figura 14 A — D). Para os
embrides expostos a menor dose de Cadmio, 31% dos individuos apresentaram
alteragdes e destes quase todos demonstraram alteragdes na regido cefalica e na
formacdo de vesiculas Opticas. Observou-se malformacao principalmente do
telencéfalo (Figura 14 E, F). A maioria dos individuos apresentou alteragdes na

regido cefalica, enquanto a regido posterior se encontrava normal, com excegao



25

de apenas um individuo com malformacdo do tubo neural posterior sem

alteragdes na regidao cefalica (Figura 14 G, H). Nos embrides expostos a maior

dose de Cadmio, mais de 50% dos individuos apresentaram alteragdes (Figura

12), com predominancia de alteragdes na regido cefalica, principalmente na

formagao do telencéfalo (Figura 15 A — H), embora malformagées do diencéfalo e

mesencéfalo estivessem presentes em alguns embrides. O coragao, vesiculas

auditivas e dpticas também apresentaram formato anormal (Figura 15 A, B, G, H),

sendo que nem chegaram a se desenvolver em alguns embrides.
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Figura 12. Porcentagem de individuos alterados em cada grupo de embrides com 48 h

de incubacéo.

TABELA 8 — Alteragdes em cada grupo de embrides com 48 h de incubacao.

48 h Controle 5 uM de Cd 50 uM de Cd
Individuos
analisados 13 12 17
Alterados 3 (21%) 4 (31%) 10 (55%)
Estagios dos 11 (2);12(1); 1 ndo | 11 (4); 12 (4); 13 (1);
alterados 9(1); 11 (1);12 (1) determinado 1 n&o determinado

Regido Cefalica

2 alterados (14%)

3 alterados (25%)

5 muito alterados e 4
alterados (53%)

Coracao

2 alterados (14%)

3 alterados (25%)

3 ndo formaram e 2
alterados (29%)

Fechamento da
parede do corpo

1 alterado (7%)

1 alterado (8%)

1 muito alterado (6%)

Notocorda 1 alterado (7%) 1 alterado (8%) 1 alterado (6%)
Tubo neural 1 alterado (7%) 1 alterado (8%) 1 alterado (6%)
Rotagao 2 alterados (14%) 2 alterados (16%)
Vesicula 3 alterados (21%) 4 alterados (33%) 1 ndo formou e 5
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Optica/auditiva alterados (35%)

Neuréporo anterior 2 abertos (14%) 1 aberto (6%)

Para os embrides de 72 h de incubacao foram analisados um total de 53
embrides, sendo 17 controles e 18 de cada grupo exposto ao cadmio (Tabela 13).

O grupo exposto a maior dose de Cadmio apresentou maior incidéncia de
alteragdes, assim como mais intensas, que os outros grupos (23% dos individuos,
Figura 13). Somente um individuo do grupo controle apresentou alteragées no
coracado e no tubo neural; todos os demais embrides encontravam-se normais
(Figura 16 A — D). Os embrides expostos a menor dose apresentaram alteracoes
em 17% dos individuos, sendo que alguns individuos possuiam um formato
anormal do diencéfalo, embora as vesiculas opticas tivessem sido formadas
(Figura 17 A — D). Todos os embrides alterados expostos a maior dose
apresentaram malformagdes na regido cefalica. Alguns individuos apresentaram
desenvolvimento anormal do tubo neural, além de ndo formarem as vesiculas

opticas e auditivas (Figura 18 A — D).
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Figura 13. Porcentagem de individuos alterados em cada grupo de embrides com 72 h
de incubacao.
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TABELA 9 — Alteragdes em cada grupo de embrides incubados por 72 h.

72 h Controle 5 uM de Cd 50 uM de Cd
Individuos
analisados 17 18 18
Alterados 1 (6%) 3 (16%) 4 (22%)
Estagios 18(1) 13 (1); 17(2) 15 (2); 16 (1); 17 (1)

Regido Cefalica

3 alterados (16%)

2 muito alterados/ 2
alterados (22%)

Coracéao

1 alterado (6%)

1 alterado (6%)

Fechamento da
parede do corpo

Notocorda

Tubo neural 1 alterado (6%) 1 alterado (6%) 1 n&o formou (6%)
Rotagéo
Vesicula 2 nao formaram/ 1

Optica/auditiva

2 alterados (11%)

alterado (17%)
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Figura 14. — Embrides controles e expostos a 5 uM de Cd (48 h). A — Individuo controle
no estadio 12 de desenvolvimento sem alteracées. C — Individuo controle no estadio 13
de desenvolvimento sem alteragdes. E — Individuo contaminado com 5uM de Cd no
estadio 12 de desenvolvimento com alteracdo no formato da regido cefélica (seta maior)
€ na curvatura do corpo (seta menor). G — Individuo contaminado com 5uM de Cd no
estadio 12 de desenvolvimento normal na regido cefdlica mas com alteragdo na
formacgao do tubo neural (seta). B, D, F, H— Aumentos de A, C, e, G, respectivamente. A
= Vesiculas auditivas; C = Coracao; O = Vesiculas opticas; S = Somitos. Barra = 0,5 cm.
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Figura 15. Embrides expostos a 50 uM de Cd (48 h). A — Individuo no estadio 12 de
desenvolvimento com alteragbes na regido cefalica (prosencéfalo com formato alterado,
setas menores), neurdporo anterior aberto (seta maior), vesiculas 6pticas e coragao com
formato alterado. C — Individuo no estadio 13 de desenvolvimento com alteragdes na
regidao cefalica (malformagdo de prosencéfalo, setas menores, e mesencéfalo, setas
maiores), ndo ha formacido das vesiculas 6pticas. E — Embrido no estadio 12 de
desenvolvimento com alteracdes no telencéfalo e diencéfalo (seta) e (G) alteragdo na
regido cefalica (malformacgéo no telencéfalo e diencéfalo, seta), o tubo neural esta aberto
(anencefalia). Nao ha formacao das vesiculas Opticas e auditivas e o coragao apresenta-
se atrofiado. B, D, F, H— Aumentos de A, C, E, G, respectivamente. Barra = 0,5 cm.
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Figura 16. Embrides controle (72 h). A— Individuo no estadio 15 de desenvolvimento sem
alteracdes. D — Individuo no estadio 18 de desenvolvimento sem alteragdes. B, C, E, F —
Aumentos de A, D respectivamente. Barra = 0,5 cm
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Figura 17. Embrides expostos a 5uM de Cd (72 h). A - Individuo no estadio 18 de
desenvolvimento com alteragdo no formato regido cefélica (seta). D, E — Individuos no
estadio 18 de desenvolvimento embrionario com alteragao no formato da regiao cefalica

(seta). B, C — Aumento de A. Barra = 0,5 cm.
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Figura 18. Embrides expostos a 50 uM de Cd (72 h). A— Individuo no estadio 17 de
desenvolvimento com alteragdo no formato da regido cefalica (seta menor) e na rotagéo
e sem formacao de vesiculas opticas e auditivas. O coragdo apresenta formato alterado
(seta maior) C — Individuo no estadio 18 de desenvolvimento com alteragdo no formato
da regido cefalica (seta) sem formagcdo de vesiculas opticas e auditivas. B, D —
Aumentos de A, C respectivamente. Barra = 0,5 cm.
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4.3 Analises bioquimicas

Para a andlise da atividade da Glutationa S-transferase n&o houve
diferenca significativa entre os grupos expostos ao Cd e controle tanto para os
periodos de exposicdo de 48 h como de 72 h. Também né&o se verificou diferenca
significativa entre os embrides incubados por 48 h e 72 h (48 h versus 72 h)

dentro de cada situagao de injecéo (PBS (controle), 5 yM de Cd e 50 uM de Cd;
Figura 15).

pUmoles CONB-GSH. min". mg prot'1

Controle 5uM 50 uM

Figura 19. Atividade da Glutationa S-transferase.

Para a atividade da Glicose-6-fosfato desidrogenase ndo houve diferenca
significativa entre os grupos de expostos ao Cd e controle, tanto para os
embrides expostos por 48 h como para os de 72 h (Figura 16). Porém, observou-
se que todos os embrides expostos por 48 h apresentaram atividade da G6PDH

menor em relagdo aos embrides expostos por 72 h (p<0.05 - Teste t).
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Figura 20. Atividade da Glicose-6-fosfato desidrogenase.
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5 DISCUSSAO

A utilizacdo de embrides de galinha como modelo de estudo apresenta
vantagens como a facilidade de obtencdo, a praticidade em se realizar o
monitoramento de alteragdes durante o desenvolvimento embrionario e o tempo
total de desenvolvimento ser curto. Por outro lado, verificou-se que os embrides
em estadios mais precoces de desenvolvimento (48 h) sdo mais frageis e
delicados, o que dificulta a manipulagdo na coleta, sobretudo durante a abertura
da casca do ovo, momento em que o saco vitelinico era, algumas vezes, rompido
e o embriao, consequentemente, perdido. As taxas de mortalidade e de falha no
desenvolvimento foram altas e também contribuiram significativamente para a
utilizacdo de um maior numero de ovos para o experimento.

Erros sdo inerentes ao processo de desenvolvimento embrionario
(CARLSON, 1996), entretanto a repeticdo do padrao da malformagao, bem como
sua representatividade, diferencia o processo normal do patolégico (SCHATZ,
2003). Neste trabalho os individuos controle apresentaram alteragdes, assim
como uma taxa de mortalidade e falha no desenvolvimento significativas. Porém
observou-se que os individuos contaminados, principalmente os de maior dose,
além de apresentarem mais alteracdes, estas seguiam um padrao de repeticéo.

Nos trabalhos que realizaram a exposicdo ao cadmio em embrides de
galinha (THOMPSON et al., 2008; CULLINANE et al., 2009; THOMPSON et al.,
2005; THOMPSON e BANNIGAN., 2007), primeiramente havia a incubagédo dos
ovos por 60 h, para entdo haver a exposicdo dos ovos ao acetato de cadmio e
posterior incubacdo por diferentes tempos (de horas a dias). No presente
trabalho, os ovos foram expostos ao cadmio antes de serem incubados com o
objetivo de simular ao maximo uma situagao de exposi¢gao no ambiente. Em uma
situacado real, a ave mae estaria exposta e muitas vezes bioacumularia o
contaminante, que seria mobilizado para o vitelo do ovdcito ou ovo na época de
reproducdo, inclusive no caso de contaminantes lipofilicos imobilizados em
reservas lipidicas (gordura) da ave. O teste com o corante vital para determinar o
melhor local para inje¢gao do contaminante garantiu que o embrido estaria exposto
ao Cd, aumentando a confiabilidade do experimento. O corante vital Azul de
Tripan foi escolhido por possuir carater hidrofébico, onde se dilui com maior

facilidade no vitelo demonstrando qual a melhor forma de exposi¢cao do embrido.
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No trabalho de Cullinane (2009), embrides de galinha expostos a 7,5 uM
de Cd apdés 60 h de incubacado tiveram 0% de mortalidade e 12,5 % de
anormalidade quando a exposicdo comecgava apos os estadios 11-13. Quando
estavam nos estadios 13-18 houve uma incidéncia de 10% de mortalidade e 55%
de anormalidade. As maiores taxas de anormalidade (achatamento e ampliacéo
dos somitos, torgao lordética na regidao lombosacral e sinuosidade do tubo neural)
foram verificadas quando os embrides alcangcavam os estadios 13-18 de H-H.
Outros resultados semelhantes foram obtidos com embribes de galinha
incubados por 60 h e posteriormente expostos a 50 yM de Cd (THOMPSON e
BANNIGAN, 2007). Dos individuos expostos por 48 h 60% sobreviveram, ja nos
expostos por 72 h apenas 50% sobreviveram, enquanto que para os de 144h de
exposicao apenas 20% sobreviveram. Apesar do presente trabalho n&o
apresentar diferenca significativa nos indices de mortalidade entre os individuos
incubados por 48 e 72 h, é importante considerar que os individuos de 72 h
expostos a maior dose de cadmio apresentaram maiores indices de falha no
desenvolvimento que os de 48 h do mesmo grupo de exposicdo. As taxas de
falha no desenvolvimento n&do foram citadas no trabalho de Cullinane (2009) e
nem no de Thompson e Bannigan (2007), ndo sendo possivel compara-las
diretamente com as deste trabalho.

O atraso no desenvolvimento embrionario dos embrides de galinha pode
ocorrer como uma das consequéncias da exposi¢cao ao cadmio, assim como a
mudanca das propriedades adesivas de células peridermais e alteragcdes da
mesoderme lateral, da parede ventral do corpo, na formacéo do tubo neural e na
morfologia dos somitos (THOMPSON et al., 2005), mau posicionamento dos
membros dorsais e lordose exagerada na regidao lombossacral (THOMPSON e
BANNIGAN, 2007). Além disso, a exposicao de Cadmio em ratos relata defeitos
faciais e anormalidades nas costelas (FERM, 1971), hidrocefalia, defeitos nos
olhos e gastrosquise (SAMARAWICKRAMA e WEBB, 1981).

Apesar de nao termos observado neste trabalho um atraso no
desenvolvimento dos embrides expostos ao cadmio em relacdo aos individuos
controle, verificou-se que os embrides que apresentaram maiores alteracdes
geralmente pertenciam a estadios de desenvolvimento mais precoces,
principalmente naqueles que apresentavam anormalidades intensas (em alguns

nao era possivel contar os somitos do individuo).
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A realizagdo das analises morfolégicas demonstrou representar um bom
biomarcador em embrides de galinha expostos ao cadmio, onde as alteragdes
destes individuos foram visualizadas com facilidade. Foram encontrados varios
tipos de alteragdes nos individuos expostos ao Cd, onde se observou pelo menos
uma ocorréncia de anormalidade para todas as regides analisadas. As alteragdes
encontradas na regiao cefalica, nas vesiculas Opticas e no coragao (variando de
leve intensidade até a n&o formag&o) confirmam a toxicidade do Cd, ja que este
interferiu na formacgao de érgdos essenciais para a sobrevivéncia do individuo. A
malformacdo das vesiculas opticas, por exemplo, afeta a visdo do individuo
prejudicando na busca por alimento ou na fuga de predadores, caso o embrido
chegue a sobreviver. Destas, a alteragdo predominante foi a malformacdo da
regido cefalica, principalmente no prosencéfalo (telencéfalo + diencéfalo). Estas
regides apresentam grande importancia para o controle tanto dos estimulos
nervosos como dos enddcrinos, ja que o telencéfalo dara origem aos hemisférios
cerebrais e o diencéfalo formara o talamo e o hipotdlamo. Em humanos, a
exposicdo de Cd tem efeitos danosos no Sistema Nervoso Central (SNC), com
sintomas incluindo dores de cabeca e tonturas, sintomas semelhantes aos da
doenca de Parkinson, diminuicdo da visao, neuropatias periféricas, diminuicao de
equilibrio e da capacidade de concentracao (VIAENE et al., 2000).

A atividade da G6PDH reduzida em embrides expostos por 48h em relagao
aos expostos por 72h demonstra que os embrides em menores estadios de
desenvolvimento apresentam uma capacidade antioxidante menor em relagao
aos maiores. Ao se comparar as atividades das enzimas GST e G6PDH entre os
diferentes grupos verificou-se que nao houve diferenga significativa, o que
demonstra que o Cd nao alterou a atividade das enzimas, pelo menos para os
estadios em que se encontravam. Provavelmente, se fossem utilizados embrides
em estadios de desenvolvimento mais avancgados, estes apresentariam uma
resposta antioxidante mais eficiente, caracterizada por uma atividade de enzimas
antioxidantes basal mais elevada.

Os mecanismos exatos responsaveis pela toxicidade do Cd ndo séao
totalmente compreendidos. Aparentemente, ele ndo gera radicais livres por si,
mas aumenta a peroxidacao lipidica em varios tecidos apds a exposi¢ao ao Cd
(STOHS e BAGCHI, 1995; MULLER, 1991). Em outro estudo, células humanas

em cultura apresentaram inibicdo do fator neurotréfico ciliar (CTNF) mediados
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pela sinalizacdo de tirosino-quinases Jak1 e Jak2, apds a exposicao ao Cd, o que
demonstra sua neurotoxicidade. Varios artigos na literatura sugerem que os
efeitos deletérios do cadmio em varios tipos de tecidos podem ser amenizados
por pré-tratamento ou co-tratamento com cations divalentes ou trivalentes. Varios
mecanismos tém sido sugeridos para este efeito, incluindo a competigdo entre Cd
e outros cations divalentes por sitios ibnicos em moléculas (PROZIALECK, 2000)
e enzimas (PRASAD et al., 1967; MATTHEWS et al., 2004) de células adesivas e
a resisténcia a indugdo do estresse oxidativo (GUPTA et al., 2004) pelo cadmio.
Ha evidéncias de que o Cd pode se ligar covalentemente com a adenina e
guanina levando a mudangas estruturais das bases nitrogenadas, e
consequentemente, danos no DNA (HOSSAIN e HUQ, 2002). Presumivelmente
os cations divalentes sdo capazes de se comportar como bloqueadores de canais
Caélcio (HESS et al., 1986; LANSMAN et al.,, 1986; WINEGAR et al., 1991;
SHIBUYA e DOUGLAS, 1992), sendo que trabalhos relatam que mais de 50% do
cadmio entra na célula via canais de Ca*? (HINKLE et al., 1987).

Estudos adicionais s&o necessarios tanto para avaliar os mecanismos de
acao do cadmio para relaciona-los com seus efeitos em diferentes modelos de
estudo, assim como possiveis formas de tratamento para os efeitos deste

contaminante no organismo.
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6 CONCLUSOES

e Apesar do grande numero de ovos utilizados no experimento, os embrides
de galinha demonstraram ser um bom modelo de estudo, apresentando
sensibilidade ao cadmio.

e Embrides com 48 h de incubacdo sdo mais dificeis de coletar, sendo
necessario utilizar um maior numero de ovos para suprir os perdidos.

e Ainjecao do contaminante na camara de ar possui maior garantia de que o
embrido estara exposto a este do que se o contaminante fosse injetado na
clara do ovo, fato confirmado pela inje¢cao do corante vital.

e O cadmio demonstrou ser um metal de efeitos teratogénicos.

e Apesar de ndo haver diferenga significativa das taxas de mortalidade entre
0s grupos, verificou-se que os embrides de 72 h expostos a maior dose
apresentaram menor taxa de ndo desenvolvimento em relagao aos de 48 h
do mesmo grupo.

e Através das analises morfolégicas foi possivel observar alteragoes,
predominantes na regido cefalica, nos embrides expostos ao cadmio
(principalmente os de maior dose) tanto por 48 h assim como os de 72 h.

e A atividade da Glutationa S-Transferase demonstrou ser baixa tanto nos
embrides incubados por 48 h assim como os de 72 h, ndao havendo
diferenca significativa entre eles.

e A atividade da Glicose-6-fosfato desidrogenase demonstrou ser maior nos
individuos incubados por 72 h em relagdo aos de 48 h, apesar de nao
haver diferenga significativa entre os grupos controle e expostos ao Cd.

e Estudos adicionais sdo necessarios para determinar os mecanismos de
acao do cadmio, assim como para combater seus efeitos.

e O embriao de ave pode ser utilizado como modelo para o estudo de efeitos

teratogénicos de outros contaminantes ambientais.
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