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RESUMO

O cadmio(Cd) € um metal toéxico, capaz de causar efeitos adversos em uma
ampla variedade de animais, incluindo embrides de aves. Estes sdo empregados
como modelo na toxicologia, pois sdo muito sensiveis a acdo de contaminantes.
Porém, ha poucos estudos sobre seus efeitos nos estadios iniciais de
desenvolvimento.Além disso, a investigacdo do estresse oxidativo induzido pelo
contaminante também mostra-se Util na determinacéo dos efeitos toxicos do cadmio
em embrides de ave. O objetivo do presente trabalho foi avaliar em embribes de ave
com 3 e 7 dias de desenvolvimentoos efeitos na morfologia e estresse oxidativoda
exposicao ao cloreto de cadmio (CdCl,) em duas concentracdes. Os ovos foram
divididos em 3 grupos e expostos atraveés da injecdo, na camera de ar do ovo, de
100 pl de CdCl, a 5 uM e a 50 uM. O grupo controle foi injetado com solucao salina
tamponada com fosfato (PBS). Apds a exposicdo, os ovos foram incubados durante
3 e 7 dias. Para as analises morfolégicas os embrides de 3 dias foram fixados,
corados, montados em lamina e analisados em estereomicroscépio,os de 7 dias
foram fixados, lavados e fotografados para posteriores analises. Os resultados
demonstraram que o cadmio ndo induz a mortalidade dos embrides nem promove
atrasos no desenvolvimento para essas doses e tempo analisadas, porém € capaz
de promover efeitos teratogénicos, causando, principalmente, malformacbes como
falhas no fechamento da parede do corpo e alteracdes cefalicas. Nos grupos
contaminados na menor dose foram encontrados mais individuos malformados e
embribes com 7 dias apresentaram mais variacdes de malformacdes. Para as
analises bioquimicas, apés a coleta os embrides foram lavados com PBS e
armazenados a -80 °C. Posteriormente, foram homogeneizados, e o0 homogenato
centrifugado e aliquotado. A concentracéo de proteinas foi determinada pelo método
BRADFORD (1976) e serviu de base para as padronizacfes.Aandlise de
concentragéo de tidis ndo proteicos e glutationa (GSH) demonstrou que esse néo €
um sistema relacionado com a toxicidade do Cd. A analise daperoxidacao lipidica
(LPO) para embrides com 3 dias indica um aumento das defesas para a LPO, ou
uma falha nos processos geradores da LPO induzido pelo Cd. Paraembribes com 7
dias essa analise ndo demonstrou diferenca significativa.Comparando os valores em

embrides com 3 e 7 dias foi observado que aLPO aumenta com o tempo de



incubacdo.A analise da concentracdo de carbonilas(PCO) indica que o cadmio
promove efeitos toxicos e danos a proteinas. A enzima catalase(CAT) ndo pode ser
mensurada em embrides com 3 dias, porém foi detectavel em embrides com 7,
demonstrando que esse sistema antioxidante esta em processo de desenvolvimento
e embrides mais jovens sdo mais sensiveis ao estresse oxidativo.Esses resultados
indicam que o cadmio tem efeito teratogénico ja nos estadios iniciais de
desenvolvimento, além de induzir estresse oxidativo em embrides de galinha

contaminados, nos tempos e concentracdes utilizados nesse trabalho.

Palavras-chave: Metais pesados;Embrido de ave; Morfologia; Malformacdes;

Glutationa; Carbonilacao de proteinas; Peroxidacéo lipidica; Catalase.
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1. INTRODUCAO

1.1EMBRIAO DE AVE COMO MODELO EXPERIMENTAL

A espécie de ave mais utilizada em estudos de laboratério € Gallusgallus,
sendo necessario incubar os ovos por 21 dias em temperatura de 38°C, oxigenacao
e umidade apropriadas para que a eclosdo possa ocorrer. Este modelo animal
apresenta varias vantagens sobre outras espécies, tais como: facilidade de obtencdo
e observacédo, o embrido desenvolve-se fora do corpo da mée, o tempo total de
desenvolvimento é curto e seu desenvolvimento € muito bem
documentado(HAMBURGER; HAMILTON, 1951). Entretanto, podem ocorrer
variacdes individuais entre embrides, seja por variacbes genéticas, diferenca entre o
momento de exposi¢do e incubagdo ou até mesmo por variagcdes de temperatura,
tipo e tamanho da incubadora. Para que essas variacfes nao influenciem na analise
do desenvolvimento dos embrifes, esses sdo analisados por estadios, que nada
mais sdo do que a relacdo entre idade cronoldgica e o desenvolvimento de
estruturas em embrides de galinha (HAMBURGER; HAMILTON, 1951). A andlise
dos estadios em estudos de toxicologia permite a observacdo tanto de atraso no
desenvolvimento do embrido causado pelo contaminante, como também de
alteracdes morfoldgicas.

Além disso, o inicio do desenvolvimento embrionario de aves pode ser
comparado com o0 processo de desenvolvimento de outros grupos animais, que
podem ser mais dificeis de serem estudados em laboratorio, como mamiferos.

Apos a fertiizacdo, a primeira divisdo celular em aves comeca
aproximadamente 3 horas, o que corresponderia em humanos ao periodo de 24
horas. No segundo dia de incubacdo, inicia a formacao do cérebro, olhos e ouvidos,
inicio do sistema vascular, o que corresponde a aproximadamente a 32 e 42 semana
de gestacdo em humanos. No 4° dia, o desenvolvimento do embrido de ave equivale
a 2 meses de gestacdo humana. A partir desse estadio, ndo € possivel comparar 0s
estadios de desenvolvimento do embrido de ave ao desenvolvimento de outros
grupos animais (MOORE; PERSAUD, 1994 apud GANDARRA, 2002).

Portanto, os embrides de ave, além de serem amplamente utilizados em

estudos relacionados com embriologia descritiva, experimental e do



desenvolvimento,séo utilizados também em estudos de toxicologia e teratologia, por
serem sensiveis a maior parte dos efeitos quimicos (VARNAGY,
1985apudKERTESZ; HLUBIK, 2002).

1.2 CADMIO

O metal cadmio (Cd) é um elemento quimico presente na atmosfera, na
crosta terrestre, solos vulcanicos, rochas sedimentares, agua do mar, agua doce e
gelo (CARDOSO; CHASIN, 2001), sendo a atividade vulcanica a principal fonte
natural de langamento de cadmio para a atmosfera.As emissdes de cadmio no
ambiente ocorrem para o ar, agua e solo, sendo que o metal tem maior mobilidade
no ar e menor no solo. Além disso, as condi¢des climaticas como chuvas e ventos
também podem ser responséveis por transportar o cadmio dos rios até os oceanos,
representando o maior fluxo global do cadmio(WHO, 1992).Além de estar presente
no ambiente naturalmente, varias acfes antrOpicas promovem um aumento
significativo da quantidade desse metal no ambiente, como a mineragéo, producéo
industrial e lixo proveniente da induastria (WHO, 1992). Os principais usos
industriaissédo em recobrimento do aco e do ferro, como estabilizador para cloreto de
polivinila (PVC), em pigmentos para plastico e vidro, baterias de niquel-cAdmio e
ligas metélicas fundiveis (WHO, 1992).0 cadmio também €& componente de
aparelhos eletrénicos como computadores, monitores de tubo, bateria de laptops e
celulares. O descarte ou destinacdo incorreta dos produtos eletrdnicos que contém
cadmio geram lixo eletrénico, cujas consequéncias sdo danos ao meio ambiente e
ao homem (FERREIRA; FERREIRA, 2008).

E um metal potencialmente téxico e possui capacidade de bioacumulagéo ao
longo da cadeia alimentar. No ambiente aquatico causa toxicidade a micro-
organismos, podendo ser captado e retido por plantas aquaticas e acumulado em
animais que por ventura se alimentem destas. Pode, também, ser bioacumulado por
organismos marinhos, como peixes, crustaceos e moluscos. Ja a contaminacao do
solo pode aumentar a absorcdo desse metal por plantas, musgos e liquens, sendo
gue muitas espécies vegetais sdo sensiveis a solos contaminados. Ainda, animais
herbivoros que se alimentam de plantas contendo cadmio contaminam-se também
(CARDOSO; CHASIN, 2001).
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A contaminacdo humana pode ocorrer pelo ar, agua e, principalmente, por
alimentos e bebidas contaminados e pela exposicdo a fumaca do cigarro
(CARDOSO; CHASIN, 2001). O cigarro contém cadmio a partir da planta do
tabacoque absorve este do solo, fertilizacdo e pesticidas (LEMOS et al.,
2008).Estudos indicam que fumantes de tabaco estejam expostos a 1,7ug de cadmio
por cigarro, sendo a quantidade absorvida de 1 a 3ug por dia aproximadamente
(ADAMSSON, 1979apud WHO, 1992).

Atualmente ndo existem tratamentos eficientes para minimizar os efeitos da
contaminagdo cronica pelo cadmio. Sendo assim, impedir ou minimizar a continua
exposicdo ao contaminante é a principal medida preventiva para tentar diminuir o
prejuizo da saude dos individuos expostos (BERNARD, 2008).

Toxicidade do cadmio

O cadmio é listado pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA como um
dos 126 principais poluentes. Sua principal propriedade toxicologica é a meia-vida
extremamente longa no organismo, estimada entre 15-20 anos em humanos (JIN;
LU; NORBERG, 1998apud WAISBERG et al., 2003).

Uma vez absorvido, independente da via de absorcédo, ele se acumula no
organismo humano, em especial nos rins e outros 6rgaos vitais. Por ser altamente
toxico, também pode alterar varios sistemas bioldgicos (BERNARD, 2008), como o
imune e o enddcrino.

Nos seres humanos, a intoxicacdo aguda por caddmio através da exposicao a
fumaca contendo cadmio pode provocar uma pneumonia quimica grave com edema
pulmonar e morte eno caso de ingestdo, pode causar descamacdo da mucosa
intestinal, resultando em diarreia grave e sangramento, e vomito. Ja na intoxicacao
cronica, os rins, pulmdes e 0s 0ss0s sdao 0s Orgdos mais afetados(GODT et al.,
2006; JOHRI et al., 2010).

O cadmio é classificado em 1° lugar na categoria de carcinOgenospela
Agéncia Internacional de Pesquisa em Céancer nos EUA, indicando que é capaz de
induzir cancer em humanos e animais (IARC, 1993). A exposi¢cao ambiental ao
cadmio é relacionada, principalmente, com cancer de pulmdo (NAWROT et al.,
2006), renal(IL'YASOVA; SCHWARTZ, 2005; JOHRI; JACQUILLET; UNWIN, 2010),
além de acidente vascular cerebral e insuficiénciacardiaca(PETERS et al., 2010), e

problemas O6sseos como a osteoporose (AKESSON et al.,, 2006; GODT et al.,
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2006;BERNARD, 2008; NAWROT et al., 2010). Estudos realizados com mulheres na
pds-menopausa também sugerem que o0 cadmio é um composto estrogénico e a
exposicao ao metal esta associada ao aumento dos niveis de testosterona, que tem
sido relacionado com um maior risco ao desenvolvimento de cancer de mama
(NAGATA et al.,, 2005). H& trabalhos que relacionam a ingestdo de céadmio
proveniente de alimentos com cancer endometrial (AKESSON; JULIN; WOLK,

2008),0u o tabagismo com acumulo de cadmio na placenta (PIASEK et al., 2001).

Modelos animais demonstrando a toxicidade/teratogénicidade do cadmio

Apesar de existirem muitos estudos com populagbes humanas expostas ao
cadmio, para conseguir elucidar e demonstrar os mecanismos e efeitos de diferentes
doses e exposicdo desse contaminante, devem ser utilizados em estudos modelos
animais, ja que o cadmio atua de forma similar em humanos e animais. Em funcao
disso, espécies como peixes, aves, ratos, camundongos, coelhos e macacos podem
ser utilizadas na investigacéo da toxicidade desse metal.

Utilizando como modelo animalo peixe Daniorerio (zebrafish),a contaminagao
com cadmio indica que a mortalidade aumenta com a concentracdo do
contaminante, sendo esse capaz também de afetar a somitogénese, a formacédo da
notocorda, diferenciacdo de células musculares, o eixo corporal, causar edema
cardiaco, hipopigmentacédo, hipoplasia de cabeca e olhos, deformidades no saco
vitelino e cauda. Também foram constatadas consequéncias fisiologicas
relacionadas com a atividade, que demonstraram defeitos de locomogcao nesses
animais contaminados(CHENG et al., 2000; HEN CHOW; CHENG, 2003).

Em embrides do anfibioXenopuslaevis observou-se que a mortalidade
dependeu da concentracdo do cloreto de cadmio (CdCl,), sendo que os embrides
apresentaram rotacdo andmala do intestino, anomalias oculares, dobra na
notocorda, nadadeira dorsal disforme, displasia facial, deformidades cardiacas e
bolhas dérmicas, além de retardo no crescimento e hipopigmentacdo(SUNDERMAN;
PLOWMAN; HOPFER, 1991).

No caso de animais placentarios, como em ratos, o cadmio pode afetar a
reproducao, incluindo efeitos nos testiculos, ovariose sobrea placenta(THOMPSON;
BANNIGAN, 2008). Os efeitos do cadmio no embrido pés-implantacdo dependem da
fase e da dose em que sdo expostos ao contaminante. Efeitos causados quando a

contaminacdo ocorre na fase proxima a gastrulacdo podem incluir: retardo do
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crescimento, malformagdes craniofaciais, malformagdes cardiovasculares, anomalias
intestinais e deformidades corporais em diferentes espécies(THOMPSON;
BANNIGAN, 2008).Embrides de ratas em diferentes dias de gestacdo apresentaram
malformacdes, atrofia das regidescervicaise do cranio, diminuicdo do peso dos fetos
e alteracdbes na cabeca como anoftalmia, microftalmia e hidrocefalia.Foi
observadoque o cérebro também sofreu alteracdes e era menor que nos controles
(PARZYCK et al., 1978).

Estudos posteriores a esses indicam ainda que o cadmio € um poderoso
estrogénio ndo esteroidalin vivo, indicando que o metal pode representar uma nova
classe de desreguladores enddécrinos (JOHNSON et al.,, 2003), podendo causar
também baixa natalidade e abortos espontaneos em ratas (GODT et al., 2006).

Embrides de ave contaminados apds 60h de incubacédo apresentaram maior
mortalidade com o aumento da dose do contaminante. J4 a taxa de anomalias
aumentou com a dose, até certa concentragcdo, e declinou com as concentracdes
mais elevadas. Isso pode ter sido ocasionado pela grave citotoxicidade em doses
mais elevadas (THOMPSON; BANNIGAN, 2001).Além disso, defeitos no tubo neural
podem ocorrer se a contaminagdo acontecer antes da fase de neurulagdo estar
completa. Os defeitos na parede do corpo e em membros tendem a ocorrer com a
administracdo de cadmio no periodo poés-neurulacdo(THOMPSON; BANNIGAN,
2008).

Estudo anterior realizado em nosso laboratério, injetando o contaminante no
dia zero, antes da incubacgéo, demonstrou que em embrides de ave com 48h e 72h
de desenvolvimento as alteracbes morfolégicas foram mais evidentes na
concentracdo de 50 pM, sendo que as malformacdes foram encontradas,
principalmente, na regido cefalica, vesiculas Opticas, auditivas e no coracao
(YAMAMOTO et al., 2012).

Além disto, um dos defeitos induzidos pelo cadmio em embrides de ave
apresenta caracteristicas consistentes com a onfalocele, inclusive com a presenca
de lordose da coluna vertebral, que € uma caracteristica da onfalocele humana
(THOMPSON; BANNIGAN, 2007). As onfaloceles sédo defeitos no abdémen por
onde protui conteado abdominal dentro de um saco formado por peritdbnio e amnio.
Além disso, o embrido de galinha € um bom modelo experimental para reproduzir

um caso de gastrosquise em humanos. Gastrosquise € definida por um defeito da
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espessura total da parede abdominal, onde protuem as visceras abdominais
(GANDARA, 2002).

De uma maneira geral, o cadmio em embrides é capaz de produzir
malformacbes da parede ventral do corpo, no sistema nervoso central, nos
membros, face, olhos e no intestino, dependendo da espécie e da fase de
tratamento(THOMPSON et al., 2010)

A teratogenicidade do cadmio pode estar relacionada a substituicdo de zinco
ou calcio por cadmio em muitos processos biolégicos, estresse oxidativo,
proliferacdo anormal de células e apoptose (THOMPSON; BANNIGAN, 2008).
Outros estudos mais recentes indicamque o caddmio pode alterar a regulacdo de
alguns genes, interferir na somitogénese e prejudicar o desenvolvimento da parede
abdominal (DOI et al., 2011).

1.3 ESTRESSE OXIDATIVO

O processo de oxidacdo ocorre no metabolismo de organismos aerobicos.
Esse processo produz naturalmente radicais livres, que também podem ser
produzidos por alguma alteracdo biolégica. Um quadro de estresse oxidativo pode
ser originado por um desequilibrio entre a producdo de radicais livres e a defesa
antioxidante do organismo (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

Radicais livres

De acordo com Hermes-Lima, (2004), “um radical livre é definido como
qualquer atomo ou molécula que contenha elétrons desemparelhados e com
existéncia independente”.

Esses radicais livres podem ser divididos em dois grupos, aqueles onde o
elétron desemparelhado encontra-se em atomos de oxigénio (espécies reativas de
oxigénio) ou em atomos de nitrogénio (espécies reativas de nitrogénio). As principais
espécies reativas de oxigénio (EROs) distribuem-se em dois grupos, os radicalares:
hidroxila (HOe¢), superéxido (Oz+-), peroxila (ROO-) e alcoxila (RO¢); e os néo-
radicalares: oxigénio, peroxido de hidrogénio e acido hipocloroso. Dentre as
espécies reativas de nitrogénio (ERN)estdo o oOxido nitrico (NOe), Oxido nitroso
(N2O3), éacido nitroso (HNOy), nitritos (NO,—-), nitratos (NOs—) e peroxinitritos

(ONOO-). Algumas dessas moléculas sdo altamente reativas no organismo
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podendo danificar lipidios, proteinas e DNA, outros sdo reativos apenas com 0S
lipidios. Outras moléculas sdo pouco reativas, mas também podem causar danos
celulares. O radical HO+ é o mais deletério ao organismo, devido a sua meia-vida
muito curta (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

As espécies reativas promovem reacdes com alguns substratos biologicos
podendo ocasionar danos as biomoléculas. Os danos mais graves sdo aqueles
causados ao DNA e RNA, podendo ocasionar mutacdes, inversdes, podendo
promover um acumulo de bases danificadas e desencadear um processo canceroso.
Pode ainda alterar aminoacidos de proteinas, causando perda ou modificacdo de
sua funcdo.Quando ocorrem na membrana celular, a oxidagdo de lipidios interfere
no transporte ativo e passivo através da membrana, ou ocasiona a ruptura desta,
levando a morte celular(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

Além da capacidade de causar lesGes diretas ao DNA, as espécies reativas
podem interagir com muitas moléculas do sistema redox, causando perturbagdes
funcionais e alteracbes estruturais, e, como um segundo mensageiro, pode

influenciar na regulacéo génica (WAISBERG et al., 2003).

Antioxidantes

Os organismosaerébicos possuem defesas contra espécies reativas de
oxigénio (EROs) na forma de antioxidantes (HERMES-LIMA, 2004).

De acordo com HALLIWELL (2000) “Antioxidante € qualquer substancia
que,quando presente em baixa concentracdo comparada a do substratooxidavel,
regenera o substrato ou previne significativamente a oxidagdo do mesmao”.

Em circunstancias normais, ha um equilibrio entre a formacdo de radicais
livres e sua remocédo por antioxidantes produzidos pelo corpo ou absorvidos na
dieta(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). No entanto, muitos estados patologicos e
doencas estdo associados com um aumento na geragao de radicais livres ou em
uma diminuicdo na capacidade antioxidante, as vezes com ambas as condi¢cdes. Um
aumento da formacdo de radicais livres necessita uma resposta celularpara
promover ou aumentar a sintese de antioxidantes enddgenos. Porém, a defesa
antioxidante pode ser pequena em relacdo a altas geracdes de radicais livres,
levando a uma condicao de estresse oxidativo(HERMES-LIMA, 2004).

Existe ainda, uma correlacdo entre a atividade antioxidante de substancias

polares e a capacidade de inibir ou retardar o surgimento de células cancerigenas e



15

o envelhecimento das células em geral (FERRARO et al., 1994 apud BARREIROS;
DAVID; DAVID, 2006).

Os antioxidantes produzidos pelo corpo agem enzimaticamente, como a
catalase (CAT) e superoxido dismutase(SOD) ou, ndo enzimaticamente,como a
glutationa (GSH). Os antioxidantes podem ser produzidos pelo corpo ou ser
provenientes da dieta, como a vitamina E e vitamina A (BARREIROS; DAVID,;
DAVID, 2006).

Os sistemas enzimaticos antioxidantes séo trés: o primeiro € composto por
dois tipos de enzimas SOD, que catalisam a destruicdo do radical &nion superoxido
O,+—, convertendo-o em oxigénio e peroxido de hidrogénio. A agcdo desta enzima
permite a eliminacdo do O,»— mesmo em baixas concentra¢des.O segundo sistema
de prevencao é formado pela enzima catalase que atua na dismutacdo do peréxido
de hidrogénio (H,0,) em oxigénio e agua.

O terceiro sistema é composto pela GSH em conjunto com duas enzimas
GPx(glutationaperoxidase) e GR (glutationaredutase). Esse sistema também catalisa
a dismutacao do peréxido de hidrogénio em agua e oxigénio, sendo que a glutationa
opera em ciclos entre sua forma oxidada e sua forma reduzida. A GSH reduz o H,0,
a H,O em presenca de GPx, formando uma ponte dissulfeto e, em seguida, a GSH &
regenerada (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

Estresse oxidativo no desenvolvimento

As espécies reativas podem ser produzidas no metabolismo normal do
embrido (GOTO et al., 1993 apudLIMA-VERDE et al., 2007).

Os efeitos patoldgicos induzidos por espécies reativas podem ocorrer durante
o desenvolvimento embrionario. As alteracbes embrionarias podem ser resultado do
aumento da producdo de espécies reativas, seja pelo aumento na producdo
enddgena ou induzida por xenobibticos. Esse aumento pode danificar moléculas
e/ou alterar a traducao de sinal, oxidar proteinas, lipidios, DNA (WELLS et al., 2005),
bloquear o desenvolvimento (GOTO et al.,, 1993) e comprometer a viabilidade do
embrido (JABLONKA-SHARIFF; OLSON, 1997).

Por isso, 0s processos embrionarios que regulam o equilibrio da formacéo de
EROs, dano oxidativo e reparo do DNA e traducdo de sinal mediada por EROs séo

determinantespara evitar a teratogenicidade(WELLS et al., 2005).
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Metais e estresse oxidativo

Varios mecanismos estdo relacionados com a toxicidade de alguns metais,
como o cadmio, o chumbo, o mercurio e o arsénio. Um provavel e importante
mecanismo envolvido €& a geracdo de espécies reativas de oxigénio e
consequentemente, o estresse oxidativo induzido por esses metais. Esses ainda
apresentam afinidade para compartilhar elétrons, o que pode resultar em ligacdes
covalentes (BONDY, 1996apudERCAL; GURER-ORHAN; AYKIN-BURNS, 2001),
que sao formadas principalmente entre os metais e grupos sulfidrilas de proteinas.
Portanto, a deplecdo de reservas de sulfidrilas de uma célula pode ser um
mecanismo do estresse oxidativo induzido por metais (STOHS; BAGCHI, 1994
apudERCAL; GURER-ORHAN; AYKIN-BURNS, 2001).

Apesar dos metais apresentarem a capacidade de gerar espécies reativas de
oxigénio por diferentes maneiras, 0 mecanismo mais comum envolve reacgdes do
tipo Fenton e Haber-Weiss (ERCAL; GURER-ORHAN; AYKIN-BURNS, 2001). A
reacdo Haber-Weiss gera radicais hidroxila, peroxido de hidrogénio e superoxido.
Como ocorre nas células, pode ser uma fonte de estressoxidativo. A reacao € lenta
porém catalisada pelo ferro. A primeira etapa da reacdo é: Fe**++0,-— Fe?+0,. A
segunda etapa da reacdo é uma reacdo de Fenton: Fe?* + H,0, — Fe** + OH™ +
*OH.

Além dos possiveis danos relacionados com estresse oxidativo ja citados,
metais também podem causar ativacao de fatores de transcricdo nucleares, ativacao
de sinalizadores de proteinas, interrupcdo do ciclo celular e apoptose. O estresse
oxidativo induzido por metais explica também alguns efeitos cancerigenos causados
por esses (LEONARD; HARRIS; SHI, 2004) (Figura 1).



METAIS TOXICOS
Cd, Pb, Hg, As

l

Danos ao sistema
de defesa
antioxidante

17

LIPIDIOS PROTEINAS DNA
Peroxidagao Oxidagéo de Acidos nucléicos
lipidica proteinas oxidados
Dano na Dano em Reparo de DNA
membrana proteina prejudicado

celular / \

MORTE Mutagenicidade
CELULAR Carcinogénese

Figura 1: Possivel mecanismo de estresse oxidativo induzido por metais (Adaptado
de ERCAL; GURER-ORHAN; AYKIN-BURNS, 2001).

Estresse oxidativo induzido por cadmio

A toxicidade induzida por Cd pode ser multifatorial. O estresse oxidativo
induzido por ele pode ser um mecanismo envolvido com sua capacidade téxica.
Outros mecanismos que podem estar envolvidos incluem a inibicdo de mecanismos
de reparo do DNA, comprometimento do sistema de defesa antioxidante, a
interferéncia em mecanismos detransducdo de sinal e 0 rompimento da adesao
célula-célula(WAISBERG et al., 2003).

O cadmio, por si s6, é incapaz de gerar radicais livres diretamente (JOMOVA;
VALKO, 2011), no entanto, a formacéo indireta de ERO e ERN envolvendo radicais
hidroxila, superdxido, oxido nitrico e peroxidosé aumentado em resposta ao cadmio.
Além disso, o malondialdeido, um produto da peroxidacéao lipidica, também aumenta
em resposta a contaminagdo, demonstrando a presenca de EROs(WAISBERG et
al., 2003).

O deslocamento do cobre e do ferro pelo cadmio pode explicar o aumento da
toxicidade induzida por esse, pois 0 cobre deslocado de seu local de ligacdo é capaz
de catalisar a desagregacdo de peroxidos de hidrogénio através de reacdes de
Fenton(JOMOVA; VALKO, 2011).
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Além de causar danos oxidativos diretamente no DNA, as EROs podem
interagir com outras moléculas, podendo influenciar até na regulacdo génica. Em
consequéncia disso, alteracbes na sintese de proteinaspodem ocorrer. Esse
aumento do estado de estresse oxidativo nas células em resposta ao cadmio,
provavelmente contribui para o seu potencial carcinogénico (WAISBERG et al.,
2003).

Os mecanismos do estresse oxidativo induzido por cadmio podem ser
divididos em trés grupos:

1) Efeitos adversos de cadmio em sistemas de defesa celular e status tiol: O Cd
permanece nos pulmdes e induz uma proteina rica em cisteina (Cis), chamada de
metalotioneina (MT). Existem varias isoformas de MTs, que sdo conhecidas por
proteger células doestresseoxidativo. ComoMTs s&o ricas em cisteina e os metais
tém alta afinidade para tidis, MTs sdo conhecidas por sequestrar metais. Portanto,
0S metais (particularmente o Cd) sdo armazenados como um complexo de Cd-MT no
figado. Este Cd-MT é transferido pelo figado para os rins, em seguida é filtrado e
reabsorvido pelos tubulos renais proximais. O complexo Cd-MT € metabolizado nos
lisossomos e libera ions de Cd. Uma vez liberados, esses ions se ligam novamente
aMTspreexistentes ou recém-sintetizadas. Se a sintese de MTs ndo consegue
acompanhar a demanda e essa falta supera outros sistemas de defesa, a toxicidade
do Cd segue. Aglutationa(GSH) € conhecida por proteger as células contra o
estresse oxidativo. Quando ocorre aumento ou diminuicdo de seus niveis isto
demonstra um estado de oxidacdo. Quando as células estdo sofrendo estresse
oxidativo, aumenta a sintese de GSH. Se este continua, a sintese de GSH néo
consegue suprir com eficiéncia a demanda, portanto, ocorre a deplecdo de
GSH.Alteracbes nos niveis de GSH tém sido observados em estudos de toxicidade
do Cd, sendo que a maioria dos estudos relataram um aumento nos niveis de GSH
apos exposicao. Isso indica que a toxicidade do Cd provoca estresse oxidativo,
modificando o status tiol de células(ERCAL; GURER-ORHAN; AYKIN-BURNS,
2001).

2) Aumento da peroxidacéo lipidica pelo cadmio: A peroxidacao lipidica é observada
na toxicidade do Cd, porém as raz6es ndo sdo completamente conhecidas. Acredita-
se gue as variacdes nos niveis de GSH e MT podem conduzir os radicais livres para
a forma "reativa”,de forma que os radicais HO+ e O, -» podem atacar ligactes duplas

dos lipidios da membrana, resultando num aumento da peroxidacdo lipidica.Além
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disso, a respiracdo mitocondrial, como a principal fonte de ROS, € promovida pela
peroxidacdo de lipidios e, portanto, aumenta o estresseoxidativo, induzido pela
toxicidade do Cd(ERCAL; GURER-ORHAN; AYKIN-BURNS, 2001).

3) Os efeitos deletérios de cadmio em enzimas celulares: tem sido relatado que,
especialmente CAT e SOD, duas principais enzimas antioxidantes, sdo afetadas
pelo cadmio(ERCAL; GURER-ORHAN; AYKIN-BURNS, 2001).

Portanto, os efeitos toxicos induzidos pela contaminacdo por cadmio podem
promover alteracdes nos niveis de tidis ndo protéicos, aumentar a peroxidacao de
lipidios e alterar enzimas antioxidantes como a catalase, gerando um quadro de
estresse oxidativo.

Stohs et al.(2001) observaram em ratos que a producao de espécies reativas
de oxigénio induzida pelo cadmio pode contribuir para sua toxicidade, resultando em
danos a membranas biolégicas, ao DNA e apoptose, indicando que a toxicidade e
carcinogénese do cadmio envolve os sistemas de estresse oxidativo e eventos
associados com sinalizacdo celular e regulacéo.

O decréscimo na atividade e/ou niveis de antioxidantes como a catalase,
causadas por cadmio, juntamente com a geracdo de radicais que sdo produzidos
durante o metabolismo normal, pode explicar o aumento na peroxidacao lipidica e
danos no DNA das células(WAISBERG et al., 2003).Em consequéncia do aumento
na producdo de radicais livres induzido por cadmio, pode ocorrer alteracdo na
regulacdo de alguns genes, o que podeprovocar uma producéo alterada de muitas
proteinas (WAISBERG et al., 2003).

Portanto, o que se espera de um quadro de estresse oxidativo induzido por
cadmio séo alteracdes nos niveis de glutationa, aumento da peroxidacao de lipidios
e carbonilacao de proteinas e alteracdes nos niveis da enzima antioxidante catalase.
As alteracdes morfologicas encontradas em organismos contaminados pelo cadmio
podem ter relacdo com as alteracbes que ocorrem em funcdo do estresse oxidativo
induzido por esse metal.

Sendo assim, o principal objetivo deste trabalho foi avaliar parametros
morfoldgicos e de estresse oxidativo induzido por cadmio em embrides de ave para

melhor elucidar os mecanismos envolvidos com sua toxicidade.
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar, em embrides de Gallusgallus com 3 e 7 dias de desenvolvimento,
efeitos morfologicos e bioquimicos da exposi¢cdo ao cadmio em duas concentracdes
(5uM e 50uM).

Objetivos especificos

- Avaliar qual o melhor local para a injecdo do contaminante para embrides

com 7 dias de desenvolvimento.

- Avaliar a letalidade em embrifes expostos as diferentes concentragdes do

contaminante, comparando-a ao grupo controle.

- Avaliar, através de analises anatomo-morfolégicas, os efeitos da exposicéo
do cddmio nas concentragbes 5 e 50uM, em embrides de ave com 3 e 7 dias de
incubacéo.

- Adaptar protocolos bioquimicos para embrides de ave contaminados com
cadmio, para realizar diferentes analises relacionadas com estresse oxidativo

induzido pelo metal.

- Avaliar a concentracdo de glutationa e outros tidis proteicos através de

analises bioquimicas em embrides expostos, comparando-0s com o grupo controle.

- Avaliar possiveis danos em macromoléculas causados pela exposicao dos
embrides ao cadmio através do ensaio de peroxidacéo lipidica (LPO) e carbonilacdo
de proteinas (PCO).

- Avaliar a atividade da enzima catalase em embrides expostos, comparando-

a com o grupo controle.
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3. MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos utilizando animais nopresente trabalho foram
aprovadospelo Comité de Etica em Experimentacido Animal da Universidade Federal
do Parana.

Obtencéo dos ovos e selegao

Ovos fertilizados de Gallusgallus foram fornecidos por empresa
especializada. A higienizacdo externa dos mesmos foi realizada com papel toalha
levemente umedecido com etanol 70%. Apenas ovos com a casca integra foram
selecionados e numerados com lapis preto na casca para identifica-los de acordo
com os grupos (Figura 2). Ovos que apresentaram rachaduras ou que estavam
guebrados nao foram utilizados no estudo.

Figura 2.Identificacéo dos ovos

Determinagéo dos tempos de incubagéo

Os tempos de incubacdo escolhidos neste trabalho foram 3 e 7 dias.
Osembrides com 3 dias de incubacdo estdo bem no inicio do desenvolvimento.
Nesse estadio (Figura 3A-B), que corresponde ao estadio 19 e 20 de acordo com
Hamburger e Hamilton (1951), estdo sendo formadas estruturas essenciais, como
membros e 6rgaos. Além disso, ainda ndao passaram pelo primeiro periodo critico de
desenvolvimento que ocorre no 4° dia de incubagao (DEWITT; MEYER; HENSHEL,
2005). J& embrides com 7 dias de incubacao (correspondente ao estadio 31 HH) sdo
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maiores e desenvolvidos, sendo mais facil a observagéo de estruturas, estadiamento

e melhor capacidade de se avaliar a progressao de malformacdes (Figura 3C).

A

Figura 3. Embrido com trés dias, A)estadio 19 e B) estadio 20; C) Embrido com 7 dias, estadio 31

(Fonte: Hamburger e Hamilton, 1951)

Determinacgé&o do local da injecdo do contaminante

Trabalho anterior em nosso laboratorio mostrou que o melhor local para uma
rapida dispersdo do contaminante sobre o embrido de 3 dias ocorria quando injetado
na camara de ar (YAMAMOTO et al., 2012).Porém ndo havia dados para embrides
de 7 dias. Em funcao disso, ovos foram injetados com 100 pL do corante vital Azul
de Tripan em dois locais diferentes: na camara de ar e no albumen (Figurad4A), para
confirmacéo do melhor local para a inje¢cao do contaminante em embrides de 7 dias.
Ainda, para confirmar os dados anteriores, os ovos foram incubados durante trés e
sete dias e, entdo, abertos para verificacdo da dispersdo do corante.

Como os ovos injetados na camara de ar mostraram melhor resultado para
embrides de 3 e 7 dias (Figura 4B-C), foram inoculados neste local 100 uL de

solucéo correspondente a cada grupo.
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Figura 4: A) Locais de injecdo do corante Azul de Tripan: * Camara de ar ou # Albumen; B)
Dispersdo do corante Azul de Tripan (setas) injetado na cdmara de ar em embrides incubados
por 3 dias; C) e por 7 dias.

Desenho experimental

Os ovos foram separados em 3 grupos: (1) GRUPO CONTROLE: ovos
injetados com solucdo salina tamponada com fosfato (PBS 1x), que foi o tampéao
utilizado como diluente do contaminante; (2) GRUPO CONTAMINADO I. ovos
injetados com 100 pl de solucdo de cloreto de cadmio (CdCl,) na concentracdo de 5
MM; e (3) GRUPO CONTAMINADO II: ovos injetados com 100 yL de solucdo de
cloreto de cadmio (CdCl,) na concentracdo de 50 uM. Essas concentraces foram
determinadas por trabalhos anteriores em nosso laboratério, que demonstraram ser
capazes de alterar o desenvolvimento do embri&o.

Foram utilizados numeros variaveis de ovos por experimento e por grupo
injetado. Sendo realizadoscinco experimentos para as analises morfologicas e dez
para as analises bioquimicas.

Considerando que a massa média de um ovo de Gallusgallus é 60 g, as
concentragbes finais da contaminagdo com CdCl, nos embrides foram de
aproximadamente 0,008 yM no grupo contaminado com CdCl,a 5uMe 0,08 uM no
grupo contaminado com CdCl, a 50 yM, considerando uma dispersédo completa do
cadmio por todo volume do ovo.

Para a administracao da dose foi usada uma agulha grossa (tamanho 25x7)
para perfurar a casca do ovo e, assim, facilitar a posterior entrada da agulha de
insulina, que é utilizada para injetar as solucbes e é mais fina. Para diminuir uma
possivel contaminacédo, a agulha grossa foi flambada antes de cada perfuracéo e os
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materiais utilizados na injecdo do contaminante nos ovos foram esterilizados no fluxo
laminar, através da exposicdo a luz ultravioleta, durante 20 minutos.

Apos a injecdo das solucdes, o orificio foi selado com fita adesiva (Figura 5
A) e o0s ovos incubados (temperatura de 38°C+ 2°C, umidade relativa de 65 a 75%),

durante trés ou sete dias (Figura 5 B).

Figura 5: A) Orificio na regido da camara de ar (seta) selado com fita adesiva transparente;

B) Ovos incubados com temperatura e umidade controladas.

3.1 EMBRIOES COM 3 DIAS DE DESENVOLVIMENTO
Coleta

Depois de incubados por trés dias em temperatura e umidade controladas, os
ovos foram abertos por completo e com cuidado, sendo observado se o embrido
estava vivo (com o coragcdo batendo), morto ou se nao havia ocorrido o
desenvolvimento embrionario (auséncia de disco embrionério). Apenas embrides
considerados vivos foram coletados. Utilizando tesoura e pinga de ponta fina, o disco
embrionario foi recortado e transportado com o auxilio de um pincel para uma placa

de Petri contendo PBS para a remogao do excesso de vitelo(Figura 6).
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Figura 6. Coleta de embrido com trés dias de desenvolvimento: A) Embrido vivo; B e C) Recorte do
disco embrionério; D eE) Transferéncia do embrido para uma placa de Petri contendo PBS, com o

auxilio de um pincel.

Andlise morfoldgica: Montagem total

Para a analise morfologica foi realizada a técnica de montagem
total(ORTOLANI-MACHADO et al., 2012). Para isso, um recorte retangular em papel
filtro com um losango vazado no centro foi colocado sobre cada embrido para
manté-lo distendido. Em seguida, os embrides foram fixados em Carnoy por 48 h, a
temperatura ambiente, em uma placa de Petri com tampa. Depois foram lavados em
agua destilada e colocados em etanol 70%, onde permaneceram por alguns dias.
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Para a coloragdo, os embrides foram hidratados em &gua destilada por 10 min e
imersos no corante Carmalimen de Mayer por 72 h. Ap6s a coloracdo, foram
desidratados em série alcodlica crescente (etanol a 70%, 80%, 95%, 100% | e 100%
[I; 10 minutos em cada banho) e, em seguida, diafanizados em dois banhos
consecutivos de xilol, por 10 min cada. Para a montagem das laminas permanentes
foi utilizada a resina Permount®. Apds a confeccdo das laminas (Figura 7), as

analises e registro fotografico foram realizados sob estereomicroscopio.

Figura 7. Laminas permanentes para analises de embrides com 3 dias, fixados, corados e montados

com Permount®.

Preparo dos embrides para andlises bioguimicas

Apés a coleta e retirada do excesso de vitelo em PBS, os embribes foram
mantidos em freezer -80°C. Para a homogeneizagao, o material foi descongelado, os
embrides separados em um pool de trés individuos e homogeneizados com o auxilio
de um homogenizador, em 400uL de PBS gelado. O homogenato foi centrifugado a
12.000 g, durante 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi aliquotado e armazenado

em freezer -80°C até as posteriores andlises bioquimicas.

3.2 EMBRIOES COM SETE DIAS DE DESENVOLVIMENTO
Coleta

Apés 7 dias de incubacdo, os ovos foram abertos completamente e com
cuidado, sendoobservado se o desenvolvimento havia ocorrido e se o embrido

estava vivo ou morto. Quando vivos, com o auxilio de uma tesoura, os embrides
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foramseparados de suas membranas extraembrionarias e com uma pinga de ponta
curva foram transferidos para placa de Petri contendo PBS, para serem lavados

algumas vezes (Figura 8).

Figura 8. Coleta de embrido com sete dias de desenvolvimento: A) Embrido vivo; B) Recorte
dasmembranas extraembrionérias; C e D)Transferéncia do embrido para uma placa de Petri contendo

PBS, com o auxilio de uma pinca de ponta curva.

Anélise anatbmica

Os embrides coletados e lavados foram fotografados e depois transferidos
para recipientes individuais contendo a solucao fixadora Alfac, onde permaneceram

por 48 horas. Foram, entdo, lavados com agua destilada por trés vezes e
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armazenados em etanol 70%, para as posteriores analises em estereomicroscoépio e

registro fotogréfico.

Preparo dos embrides para analises bioquimicas

Apés a coleta e lavagem dos embrides em PBS 1x, estes foram colocados
individualmente em tubos de centrifuga de 2 ml e mantidos em freezer -80°C. Os
embribes foram descongelados e homogeneizados em 1 ml de PBS gelado. Apos
centrifugado a 12.000 g, durante 20 min a 4 °C, o sobrenadante foi aliquotado e

armazenado em freezer -80 °C até as posteriores analises bioquimicas

Determinacgédo do estadio embrionario
O estadio de desenvolvimento em que os embrides se encontravam foi

determinado de acordo com Hamburger e Hamilton (1951).

3.3 ANALISES BIOQUIMICAS

Determinacdo de concentracao proteica total

Para normalizacdo da quantidade de material biolégico empregada em cada
um dos ensaios bioquimicos realizados foi necesséario primeiramente obter os
valores daconcentracdo de proteinas presentes no sobrenadante de cada amostra.
Para esse fim, foi utilizado o método de Bradford (1976). Esse método baseia-se na
ligacdo do corante BG-250 com proteina, sendo que essa interagdo provoca um
deslocamento do comprimento de onda de absorcéo do corante.

Para quantificar a concentracado de proteinas, 10 pL de cada amostra (PBS
para o branco) foram pipetados em duplicata em uma microplaca com 96 pocos,
seguido de 250 uL do reativo de Bradford. Apds 5-10 min foi medida a absorbancia a
595 nm em espectrofotdmetro.A concentragcdo de proteinas foi calculada pela
equacdao da reta a partir dos valores encontrados na absorbancia e comparados com
os valores da curva-padrao de soro de albumina bovina - BSA (0; 0,125; 0,250;
0,500; 1 mg deBSA.ml™).

Concentracao de tiois ndo proteicos (glutationa e outros tiois)
O meétodo utilizado foi baseado no trabalho de Sedlak e Lindsay(1968) e essa

andlise foi realizada com embrides 7 dias. Essemétodo baseia-se na precipitacdo
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de proteinas e posterior reacdo de tidis ndo proteicos com o DTNB gerando um
produto que pode ser mensurado em espectrofotdmetro.

Em 200uL de amostras congeladas da solucdo homogeneizada de embrides
com sete dias de desenvolvimento foi adicionado 50 pL de &cido tricloracético 50%;
para o branco foi utilizado 200 pL de PBS. Esse material foi centrifugado a 5.000 g
por 10 min a 4°C e pipetado em duplicata na placa de 96 pogos: 50 puL de branco,
curva-padrao e amostras. Em seguida foi adicionado a todos os pocos 230 pL de
tampado Tris-base 0,4 M, pH 8,9 e, entdo, 20 puL de DTNB (5,5-ditiobis-2-
nitrobenzédico) a 2,5 mM. ApdGs 5 min, a absorbancia foi medida a 415 nm.

A andlise dos dados foi realizada primeiramente com o calculo da equacéo da
reta a partir dos valores de absorbancia da curva-padrédo de GSH. A concentracao

de ti6is foi expressa em nanomoles de tiéis x mg de proteinas™.

Carbonilacdo de proteinas

O meétodo utilizado foi baseado no trabalho delLevine, Williams e Stadtman
(1991). Foram analisados embrides com 7 dias. A carbonilacdo de proteinas pode
ocorrer em funcdo de estresse oxidativo, promovendo dano. A 2,4-dinitrofenil-
hidrazina (DNPH) reage com proteinas carboniladas formando um complexo que
podem ser detectado a 358-370 nm.

Para utilizar esse meétodo, foi necessario realizar a normalizacdo das
amostras com sete dias de desenvolvimento para a concentracdo de 2 mg.ml™ de
proteina em PBS. ApGs normalizacdo, 200 pL das amostras de embrides com sete
dias de desenvolvimento foram misturadas a 500uL de meio de reacao (2,4-
dinitrofenil-hidrazina (DNPH) a 10 Mm em HCI 2M). Para o branco, esta solucéo foi
substituida por HCI 2M somente. Apos incubacédo a 35°C por 90 min, os tubos com o
material foram colocados em gelo, adicionou-se &cido tricloracético a 28% (700 L),
misturou-se com o auxilio de vortex e o material foi centrifugado a 9.000 g, a 4 °C
por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pelletressuspendido em 1 ml de
etanol-acetato de etila (1:1), centrifugado novamente com a mesma velocidade e
tempo. Esses Ultimos passos foram repetidos trés vezes. O material, entdo, foi
ressuspendido em 500 pL de hidrocloreto de guanidina 6 M e pipetado 200 pL do
sobrenadante de cada amostra em duplicata na placa de 96 pocos. A absorbancia
foi medida em 358 nm. Para o célculo da concentracéo de carbonilas foi empregada

o coeficiente de extingdo molar parasdas hidrazonas = 2,1x10* M-t.cm™A
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concentracdo de carbonilas foi expressa em micromoles de carbonilas x mg de

proteina™.

Peroxidacao lipidica

O método utilizado foi baseado no método FOX (JIANG; HUNT; WOLFF,
1992), que é um método simples e sensivel para a determinacdo de peroxidos
lipidicos. Essa analise foi realizada com embrides com 3 e 7 dias. O método baseia-
se no principio da rapida oxidacdo de Fe?* para Fe** mediada por peréxidos em
condicdes acidas. Na presenca do estabilizador hidroxitoluenobutilado, o laranja de
xilenol forma um complexo com Fe®*, que pode ser mensurado em
espectrofotdmetro.

Nas amostras de embrides com trés e sete dias de desenvolvimento ainda
congeladas (200 pL), 800pL de meio de reacao (Laranja de xilenol a 100 pM, H,SO,
a 25 mM, Hidroxitoluenobutilado (BHT) a 4,0 mM e FeSO4NH hexahidratado a 250
puM) foram adicionados. Para o branco, foi utilizado 200 uL de PBS. O material foi
incubado durante 20 min a temperatura ambiente, centrifugado a 9000 g durante 10
min e entdo 200uL do sobrenadante foi pipetado em duplicata em placas de 96
pocos para medida da absorbancia a 560 nm. A concentragdo de hidroperoxidos foi
calculada empregando o € para H,O,, hidroperéxido de cumeno ou butila de 4,3x10*
M™.cm™, sendo os resultados expressos em micromoles de hidroperéxidos x mg de

proteina-*.

Catalase

Para as analises da atividade da enzima catalase, o protocolo foi baseado em
Aebi (1984). Foram feitos testes para essa analise em embrides com 3 e 7 dias.
Para a padronizagdo do protocolo para amostras de embrides de aves foram
pipetados primeiramente 990 pL de meio de reacao (Tampao Tris-HCI50mM, EDTA
0,25 mM, pH 8,0;H,0, a 30 mM) em uma cubeta de quartzo, seguida de 10 pL de
amostra. Esse material foi misturado por inversdo e a absorbancia foi medida
imediatamente a 240 nm durante 1 min, com intervalos de leitura de 1 s. A leitura foi
realizada em um espectrofotometro de cubeta. Os testes para amostras de embribes
com trés dias de desenvolvimento foram realizados aumentando a quantidade de
amostra e diminuindo a de tampéo de reacdo, até chegar a 950 puL de meio de

reacdo e 50 pL de amostras, ndo sendo detectada a atividade da enzima. Para
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amostras de embribes com sete dias de desenvolvimento foi possivel detectar
atividade da enzima catalase utilizando 950 pL de meio de reagdo e 50 pL de
amostras. Entretanto esse ensaio nao foi realizado nesse trabalho para essas
amostras de embribes com sete dias de desenvolvimento, devido ao numero

reduzido de aliquotas.

Analises estatisticas

Para o teste de mortalidade foi utilizado o teste de teste Kruskal-Wallis
seguido de Dunn'smultiplecomparison test.

Para as analises bioquimicas, foi utilizada ANOVA de uma via, teste Dunnetts,

teste T e testpower.
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISES ANATOMO-MORFOLOGICAS

Taxa de sobrevivéncia e auséncia de embrido:

Foram considerados ovos férteis aqueles que no momento da abertura
continham embrides vivos (com o coragao batendo) ou mortos. Nao foi detectada
diferenca significativa na mortalidade dos embrides entre os grupos (Tabela 1).

Tabela 1. Ovos que apresentavam embrides vivos no momento da abertura, de acordo com o grupo e

tempo de incubacéo (taxa de sobrevivéncia)

PBS CdCl, 5uM CdCl, 50uM
_ ne 11 15 26
3 dias
% 61,1% 41% 51%
_ ne 21 22 33
7 dias
% 65,6% 53,7% 51,6%

Ovos em que nao foi visualizado desenvolvimento do disco embrionario e/ou
embrido foram considerados como sem embrido visivel. O grupo contaminado com a
menor concentragdo do cadmio apresentou maior numero de ovos sem embrido

visivel em relacdo ao controle (p<0,05), conforme pode ser observado na Tabela 2.

Tabela 2.Taxa de ovos que, no momento da abertura, ndo continha embrido. Os ndmeros entre

parénteses sdo os totais analisados para cada grupo em cada dia.

PBS CdCl, 5pM CdCl, 50uM
3 dias % (n°)  28%* (25) 41,3%* (63) 34,6% (78)
7 dias % (n°)  30,4%* (46) 50%* (82) 36,6% (101)

* Os dados dos grupos PBS e CdCl, 5uM analisados entre os tempos de incubacdodemonstraram

diferenca significativa (p>0,05) em relacé@o a auséncia de embrido no momento da coleta.

Embrides com trés dias de desenvolvimento

Estadios de desenvolvimento

Apenas embrides considerados vivos no momento da coleta foram analisados.
Quarenta e sete embribes com 3 dias de incubacaoforam estadiados segundo
Hamburger e Hamilton (1951) sendo observada a ocorréncia de seis estadios
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diferentes de desenvolvimento embrionario. Desses, 0s mais expressivos foram o0s

estadios 17 e 18, conforme Tabela 3.

Tabela 3. Estadios embrionarios observados em embrides com trés dias de desenvolvimento

Estadio (HH) PBS CdCl, 5uM CdCl, 50uM
16 0% 4,3% 2,1%
17 6,4% 19,1% 14,9%
18 6,4% 6,4% 14,9%
19 6,4% 4,3% 2,1%
20 4,3% 2,1% 2,1%
21 0% 2,1% 2,1%

Taxa de malformacdes

Verificou-se que embribes com trés dias pertencentes ao grupo
CONTAMINADO | (CdCl, 5uM)apresentaram maior incidéncia de malformacdes
(44,44%), em relagdo aos individuos do grupo CONTAMINADO II (CdCl, 50uM)
(11,1%). Ja no grupo controle PBS foi observado uma taxa de alteracbesde 27,3%

(Tabela 4).
Tabela 4. Incidéncia de embribes com trés dias de desenvolvimento que apresentaram

malformacdes. Porcentagem em relacédo ao total analisado por grupo.

PBS CdCl, 5uM CdCl, 50uM
Embrides analisados 11 18 18
Embrides malformados 3 8 2
Malformados (%) 27,3% 44.44% 11,11%

As malformacdes mais frequentes encontradas nos embrides analisados com
3 dias de desenvolvimento foram falha no fechamento da parede do corpo e
malformacdes cefalicascomo alteragcdes no telencéfalo, diencéfalo e mesencéfalo.
Além disso, foram observadasanoftalmia (auséncia de olhos), microftalmia (atrofia
ocular) e malformacdes de arcos faringeos. Todas as variagcbes de malformacoes
observadas em embrides com 3 dias estéo ilustradas na Figura 9. Na Tabela 5 estao

listadas todas as malformacdes observadas e a incidéncia de cada uma delas.
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Figura 9 A: Embries com 3 dias de incubacgdo; A. Embrido controle, sem malformacdes observadas;

B. Embrido com microencefalia (seta); C. Embrido com parede do corpo aberta (setas) D. Embrido
apresentando microftalmia (*) e parede do corpo aberta (seta); E. Embrido apresentando anoftalmia
(*) e curvatura inversa; F. Embrido apresentando arcos faringeos malformados (ponta de seta). Barra

=1 mm.
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Tabela 5. Todas as malformacdes observadas em embriGes com trés dias de desenvolvimento,

expressas numericamente.

PBS (11) CdCl, 5uM (18) | CdCl, 50uM (18)
Alteracdes n° |% n° % n° %
Parede do corpo aberta 2 118% 6 35,3% - -

Regido cefélica alterada 1 599% 2 11,8% 2 11,8%

Anoftalmia - - - - 1 5,9%
Microftalmia - - 1 5,9% - -
Malformacdes de arcos
) - - 1 5,9% - -
faringeos
Cabeca mais desenvolvida
- - 1 5,9% - -

que o corpo

%: Valor da porcentagem sobre todos os embriGes analisados em cada grupo injetado.

Embrides com sete dias de desenvolvimento

Estadios de desenvolvimento

A analise de 94 embrides com 7 dias de incubacdo demonstrou a ocorréncia
de cinco estadios de desenvolvimento diferentes. No grupo PBS, o principal estadio
observado foi o 30 e para o grupo CdCl, 5 e 50uM foram, respectivamente, 0s
estadios 28 e 31-31/32, conforme tabela 6.

Tabela 6. Estadios embrionarios dos embrides com 7 dias de incubacgéo

Estadio PBS CdCl, 5uM CdCl, 50uM
Indeterminado

. 1,3% 51% 6,4%
28 2,6% 10,3% 5,1%
29 1,3% 6,4% 5,1%
30 6,4% 7,7% 6,4%
31 3,8% 7,7% 9%

* 31/32 3,8% 2,6% 9% Embrises onde

nao foi possivel determinar o estadio de desenvolvimento em que se encontravam, devido ao grande

namero de malformacdes.

Frequéncia de malformacoes

Dos embrides de 7 dias analisados, no grupo contaminado na menor dose
(CdCl, 5uM) foi observado maior nimero de embrides malformados (77,4%) do que

no grupo contaminado na maior dose (CdCl, 50uM) (71%), conforme Tabela 7. O
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grupo de embrides controle foi 0 que apresentou menos frequéncia de malformacdes
(46,7%).

Tabela 7. Incidéncia de embribes com sete dias de desenvolvimento em que foram observadas

malformacdes.
PBS CdCl, 5uM CdCl, 50uM
Embrides analisados 15 31 31
Embrides malformados 7 24 22
Malformados (%) 46,7% 77,4% 71%

As malformagbes mais frequentes encontradas nos embrides incubados por 7
dias foram gastrosquise (falha no fechamento da parede do corpo), malformacdes
na regido cefalica e anoftalmia (auséncia de olhos), que foi observada tanto
unilateral ou bilateral. Também foi observado malformagcdo na regido caudal,
curvatura corporal alterada, amelia (auséncia de membros), hipopigmentacéo da
retina, meromielia (asa atrofiada), hemorragia, microftalmia e também embrides
totalmente alterados, apresentando malformacdogeneralizada. As malformacdes
observadas em embribes com 7 dias de desenvolvimento estdo expressas

numericamente na Tabela 8, eilustradas nas Figuras10 e 11.

Tabela 8. Todas as malformacfes observadas em embribes com sete dias de desenvolvimento,

expressas numericamente.

PBS (15) CdCl, 5uM (31) CdCl,50uM (31)
Alteracdes n° % n° % n° %
Gastrosquise 5 51 7 17,2 5 15,2
Regido cefélica
3 3 7 7,1 1 1
alterada
Anoftalmia - - 3 3 4 4
Regido caudal
- - 3 3 5 51
malformada
Curvatura corporal
- - 2 2 2 2
alterada
Amelia (pernas) 1 1 - - 2 2
Hipopigmetacéo da
popig ¢ ] i 1 1 5 5

retina
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Amelia (asa) 1 1 - - 1 1
Meromielia(asa) - - 2 2 - -
Hemorragia - - 1 1 1 1
Microftalmia - - - - 1 1
Malformacdes gerais - - 1 1 - -

Figura 10. Embrides com 7 dias de desenvolvimentoA. Embrido controle,sem malformagbes
observadas; B. Embrido apresentando gastrosquise (seta); C. anoftalmia unilateral (*), alteracdes
cefélicas (ponta de seta) e gastrosquise (seta)D. Embrido apresentando regido caudal malformada

(seta maior), curvatura corporal alterada (chaves) e meromielia(ponta de seta). Barra=1 cm
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Figura 11.A. Embri&o apresentando hipopigmentagéo da retina (*)e amelia (asa) (seta); B. Embrido
apresentando hemorragia; C.Microftalmia (*) e alteragdes cefdlicas (ponta de seta); D. Embrido com

malformacdes generalizadas e hemorragia. Barra = 1 cm.

Principais resultados obtidos através das anélises anatomo-morfologicas
Na tabela 9 € possivel observar quais grupos obtiveram valores mais
expressivos para as diferentes andlises com embribes de 3 e 7 dias de

desenvolvimento (Tabela 9).
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Tabela 9) Sintese dos resultados obtidos, dando énfase apenas para o grupo que apresentou valores

mais expressivos das andlises nos diferentes tempos

Maior Maior frequéncia de o
. Principais malformacdes
mortalidade malformacodes
3 di CdCl, 5 uM X X Parede do corpo aberta e
ias
CdCl, a 50 pM alteracdes cefalicas
_ CdCl, 5 pM X Gastrosquise e
7 dias )
CdCl, a 50 uM X alteracBes cefalicas

4.2 ANALISES BIOQUIMICAS
Concentracao de tidis nao proteicos (glutationa (GSH) e outros tiois)

Os resultados da andlise estatistica realizada através de Oneway Anova
juntamente com o método Dunnett’s para comparar com o grupo controle, indicam
qgue nao ha diferenca significativa (p=0,2953) entre os niveis de GSH encontrados
em embrides com sete dias de desenvolvimento levando em consideragao todos os
grupos (Figura 12).

Foi realizado ainda a analise de poder estatistico (statisticalpower), que
indicou que o0 “n” necessario por grupo, para o0s valores terem diferencas
estatisticamente significativas, € de 125,14 embrifes, sendo que para essa analise
foram utilizados 12 embrides do grupo PBS, 19 do grupo contaminado na menor

concentracéo e 20 do grupo contaminado na maior concentracao.

35
30— -
25—
T 20+ * -
2] L] [ ]
© 154 o -
10— . i
5— o . .
0 = _
Cd5 Cds50 PBS With Control
Dunnett's
GRUPO 0,05

Figura 12: Analise estatistica da comparagdo dos niveis de GSH em embrifes de galinha com sete
dias de desenvolvimento. Cada losango verde representa um dos grupos injetados e o desvio padréo

dos valores encontrados; a linha verde central dos losangos representa a média dos valores; 0s
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outros pontos representam valores fora da variagdo. Cada circulo indica cada um dos grupos, a
sobreposicdo desses indica que ndo ha diferenca significativa entre esses, porém a ndo sobreposicao

representa diferenca significativa. O circulo com linha mais grossa representa 0 grupo controle.

Carbonilacéo de proteinas (PCO)

Com os resultados das andlises estatisticas para a analise de carbonilacdo de
proteinas em embrides com 7 dias de desenvolvimento pode-se observar que existe
diferenca significativa entre o grupo controle e o grupo contaminado com a menor
concentragdo (CdCl, a 5uM), onde p=0,0133. Porém ndo existe diferenca
significativa entre o grupo contaminado na maior concentracao (Figura 13).

A analise do poder estatistico ainda indica que o numero de embrides
necessarios para mostrar diferenca significativa seria de 34 embribes por grupo
contaminado. Para essa analise, foram utilizados 12 embriées do grupo PBS, 19 do

grupo contaminado na menor concentracdo e 18 do grupo contaminado na maior

concentracao.
0,025
0,02 .
° 0,015 n )
O -
o — T~ -
0,01 T
- g T
- T
0,005 i
0 H 1
cds Cds0
Dunnett's
GRUPO 0,05

Figura 13: Andlise estatistica da comparacao dos niveis de PCO em embrides de galinha com sete
dias de desenvolvimento. Cada losango verde representa um dos grupos injetados e o desvio padrao
dos valores encontrados; a linha verde central dos losangos representa a média dos valores; 0s
outros pontos representam valores fora da variagdo. Cada circulo indica cada um dos grupos, a
sobreposigdo desses indica que ndo ha diferenca significativa entre esses, porém a ndo sobreposicao

representa diferenca significativa. O circulo com linha mais grossa representa o0 grupo controle.

Peroxidacao lipidica (LPO)
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Como para essa andlise bioquimica foram utilizados embrides com trés e sete
dias de desenvolvimento, as analises estatisticas foram feitas separadamente (uma
para 3 dias e outra para 7 dias) e uma comparacao dos dois tempos de incubacao
(qual foi utilizado o teste T).

E possivel observar na Figura 14que a LPO em embrides com trés dias de
desenvolvimento é significativamente diferente nos grupos contaminados em relacao

ao grupo controle. No grupo controle os valores sdo maiores.

0,00125
0,001+
0,00075 . 4%
8 0,0005— .
- e - -
0,00025— T I -
. i
0 el
-0,00025 -
Cds Cds0 PBS With Control
Dunnett's
GRUPO 0,05

Figura 14: Analise estatistica da comparacdo dos niveis de LPO em embriées de galinha com trés
dias de desenvolvimento. Cada losango verde representa um dos grupos injetados e o desvio padréo
dos valores encontrados; a linha verde central dos losangos representa a média dos valores; 0s
outros pontos representam valores fora da variagdo. Cada circulo indica cada um dos grupos, a
sobreposigdo desses indica que ndo ha diferenca significativa entre esses, porém a ndo sobreposicao

representa diferenca significativa. O circulo com linha mais grossa representa o0 grupo controle.

Com as analises estatisticas para embrides com 7 dias de desenvolvimento
pode-se comprovar que existe diferenca significativa entre os grupos contaminados
com 5uM e 50uM de CdCl, (p=0,0056). Entretanto, ndo foi observada diferenca
significativa entre os grupos contaminados e o grupo controle PBS (Figura 15). A
analise do poder estatistico indicou que o niumero de embrides necessario por grupo
para existir diferenca significativa deveria ser de 26,7 embrides. Para essa analise,
foram utilizados 7 embrides do grupo PBS, 19 do grupo contaminado na menor

oncentracao e 20 do grupo contaminado na maior concentragao.
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Figura 15: Andlise estatistica da comparacéo dos niveis de LPO em embrifes de galinha com
sete dias de desenvolvimento. Cada losango verde representa um dos grupos injetados e o
desvio padrao dos valores encontrados; a linha verde central dos losangos representa a média
dos valores; os outros pontos representam valores fora da variagdo. Cada circulo indica cada um
dos grupos, a sobreposicao desses indica que nao ha diferenca significativa entre esses, porém
a nao sobreposicdo representa diferenga significativa. O circulo com linha mais grossa

representa o grupo controle.

A analise realizada comparando o tempo de incubacdo com a analise de LPO
demonstra que a LPO aumenta de acordo com o tempo de incubacdo, j& que 0s
valores encontrados sao estatisticamente diferentes (p=0,0115), como observadona
Figura 16. Para essa analise, foram comparados 26 embribes com 3 dias e 46

embrides com 7 dias.
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0,0025 —
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3 dias 7 dias
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Figura 16: Analise estatistica da comparacdo dos valores encontrados na andalise de LPO em
embrides por tempo de incubacdo. Cada losango verde representa os valores dentro do desvio

padrdo de cada um dos tempos de incubacéo.
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Catalase

A atividade da enzima catalase ndo pode ser mensurada para embrides com
trés dias de desenvolvimento pois o método utilizado atualmente em nosso
laboratorio ndo € sensivel para captar sua atividade nessas amostras.Porém
utilizando as amostras de embrides com sete dias de desenvolvimento foi possivel

observar a atividade da enzima.

Correlacao

A andlise de comparacdo entre analises bioquimicas demonstrou que 0s
valores encontrados na analise da LPO, quando comparados com os valores
encontrados na analise da GSH, apresentam uma correlacdo de 86%. Ainda,
quando comparados os valores encontrados para PCO com os valores da LPO,
apresentam uma correlacdo de 77%. As outras andlises de correlacdo nao

apresentaram valores tdo demonstrativos quanto esses.
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5. DISCUSSAO

Locale momento da inje¢éo do contaminante

Nossos resultados mostram que o melhor local para a injecdo do
contaminante é a camara de ar, em concordancia comYamamoto et al. (2012), que
também demonstraram, para embrides com 2 e 3 dias de desenvolvimento, haver
melhor dispersédo do contaminante na camara de ar.

Injetar o contaminante na camara de ar antes da incubacéao (dia zero) melhora
as chances do embrido entrar em contato com o contaminante desde o inicio do seu
desenvolvimento.

Portanto, o método de injecéo deste presente trabalho, na camara de ar e no
dia zero, € a melhor maneira para demonstrar os efeitos toxicos do cadmio no
embrido de ave pois simula uma exposicdo que poderia j& ocorrer a partir do
momento da oviposi¢ao.

Este fato também € relatado porDewitt, Meyer e Henshel (2005), que
observaram que injetar contaminantes no quarto dia de incubacdo diminui a
mortalidade em compara¢do aos embrides injetados no dia zero (momento de inicio
da incubacé&o). Isso pode se dar pelo fato que no quarto dia de desenvolvimento os
embrides ja passaram pelo primeiro periodo critico de desenvolvimento. Os
autoresainda destacam que a injecdo no dia zero melhor se assemelha a um caso
de exposicdo ambiental, demonstrando ser esse o melhor método a ser utilizado em
estudos de toxicologia.

Outros trabalhos utilizando embrides de ave, utilizam método diferente,
injetando o contaminante apds 60h de incubacédo e no embrido fora do ovo (cultura
ex ovo) (THOMPSON et al., 2010).

Mortalidade, auséncia de embrido no momento da coleta e malformacodes

Nesse trabalho néo foi observado aumento do efeito em funcdo do aumento
da concentracdo do contaminante, pois ndo houve diferenca significativa entre a
incidéncia da mortalidade dos embrides contaminados e a do grupo controle nos
dois tempos de incubagéo. Thompson e Bannigan (2001) encontraram resultados
diferentes, pois analisando embrides de ave com 60 h de incubacdo contaminados
com acetato de cadmio (CdAc) a 0,089 puM (valor proximo da maior

concentragaoutilizada neste trabalho), observaram aumento da mortalidade e
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anomalias até essa dose, e diminuicdo de anomalias com administracdo de doses
maiores.

Com relacdo a auséncia de embrides no momento da abertura dos ovos, foi
observada diferenca significativa em namero entre o grupo controle PBS e o grupo
contaminado com a menor concentracdo de Cd, demonstrando que a interrup¢ao do
desenvolvimento do embrido de ave nas primeiras horas aumenta quando expostos
ao contaminante na menor concentracdo. As taxas de auséncia de embrides néo
foram citadas em trabalhos utilizando embrides de ave contaminados com cadmio,
como THOMPSON e BANNINGAN (2001, 2007, 2008), ndo sendo assim possivel a
comparacao desse resultado.

Apesar dos dados de mortalidade ndo demonstrarem diferenca significativa,
houve maior frequéncia de malformagbes no grupo contaminado na menor
concentracéo, seguido do grupo contaminado na maior concentracdo, em ambos 0s
tempos.

Em embrides com 7 dias de incubacéo foram observadas mais variacoes de
malformacbes quando comparadas as observadas nos embrides com 3 dias de
incubagéo. Isto talvez ocorre pois embribes com 7 dias apresentam estruturas
maiores e em maior numero que embriées com 3 dias, facilitando a observacao.

As principais malformacdes encontradas neste trabalho foram gastrosquise e
alteracdes na regido cefélica, embora auséncia de estruturas essenciais, como
olho(s) e membros também tenha sido observada. Yamamoto et al.
(2012)observaram, tanto em embrides expostos ao cadmio por 48 quanto por 72
horas, alteragbes predominantemente na regido cefalica. Em humanos adultos, a
exposicao de Cd promove danos no Sistema Nervoso Central (SNC), com sintomas
incluindo dores de cabeca e tonturas, diminuicdo da visdo, neuropatias periféricas,
diminuicdo de equilibrio e da capacidade de concentracéo (VIAENE et al., 2000).

Além do cadmio, outros metais podem induzir malformacdes em embrides de
ave, como o chumbo (RIVERO, 2005), o metilmercurio(CARVALHO, 2007), o
acetato de cobre (STUPAK, 2010), e o cloreto de manganés (DEBIASI, 2011). Esses
metais podem interferir nos mecanismos da morfogénese do cerebelo e no
comportamento, diminuicdo do peso corporal, peso encefédlico medular, alteracdes
no fechamento da parede do corpo e na regido cefalica, gerar falhas no

desenvolvimento e alteragcdes morfologicas.
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Em geral, as malformagdes encontradas neste trabalho demonstram que a
toxicidade do cadmio poderia desencadear dificuldades para realizar atividades
necessarias para sua sobrevivéncia, como procura por alimento e locomocao. Desta
forma, um embrido de ave contaminado por cadmio que, por ventura chegasse ao
final de seu desenvolvimento embrionério e eclodisse do ovo, enfrentaria sério risco
de sobreviver, aumentando ainda mais a incidéncia de mortalidade causada pela
contaminacao.

Neste trabalho foram utilizados embrides de ave com dois tempos de
desenvolvimento, sendo possivel analisar a progressdo das malformacdes de trés
para sete dias. Por isso, é possivel relacionar a falha no fechamento da parede do
corpo encontrado em embrides com trés dias com a gastrosquise em embrides com
sete dias. Em humanos, defeitos na parede do corpo ocorrem em um a cada 20.000
nascidos vivos. Ao utilizar embrides de ave contaminados com acetato de cadmio,
Thompson e Bannigan (2007) também observaram essa malformacédo, que foi
considerada com caracteristica consistente com a onfalocele humana. Uma das
teorias para explicar a origem da gastrosquise em humanos, que também é uma
falha no fechamento da parede do corpo, é a ocorréncia de um efeito teratogénico
precoce (GANDARA, 2002).

Como visto anteriormente, os estadios iniciais das aves podem ser
comparados com o inicio do desenvolvimento de outras espécies, como o0 humano.
Isso aumenta a importancia desse modelo e dos efeitos teratogénicos encontrados
nos embrides contaminados. Por ser possivel essa comparacdo do desenvolvimento
das aves com o humano até o 4° dia de incubacdo, podemos extrapolar que
malformacbes encontradas em embribes com 3 dias de desenvolvimento
contaminados com cadmio, poderiam ocorrer em embrides humanos até as
primeiras semanas de gestacdo caso entrassem em contato com a mesma
concentracgéao utilizada neste trabalho.

Em estudos com humanos foi observado maior concentracdo de cadmio na
placenta conforme o numero de cigarros fumados. Foi observada também uma
concentragcdo de cadmio na placenta significativamente maior em mulheres
fumantes quando comparadas com nao fumantes(BUSH et al., 2000). Porém, o valor
meédio encontrado de cadmio no feto € 50% menor do que encontrado no sangue de

mulheres fumantes, de acordo com LAUWERYS et al. (1978), indicando que a
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placenta desempenha um papel de barreira para a passagem do cadmio, embora a
correlacdo entre concentracdo de cadmio e feto seja estatisticamente significativa.
No caso das aves, 0s ovos podem ser expostos a diferentes contaminantes
naturalmente no ambiente. Os contaminantes podem penetrar pela casca porosa
dos ovos e interferir no desenvolvimento do embridfo (VARNAGY,
1985apudKERTESZ; HLUBIK, 2002). Além disso, a contaminagdo poderia ocorrer
da mae para o embrido, caso essa estivesse exposta a grandes concentracdes e
bioacumulasse o contaminante, que seria mobilizado de alguma forma até o ovocito

ou ovo na época de reproducédo, expondo, assim, 0 embrido ao contaminante.

Estadios de desenvolvimento

Apesar de ter sido encontrado diferentes estadios de desenvolvimento em
embrides analisados com trés e sete dias, ndao foi observado atraso no
desenvolvimento dos embrides contaminados quando comparados aos grupos
controle, assim como demonstrado por Yamamoto et al.(2012). Porém, esses dados
nao corroboram os relatados por Thompson et al. (2005), que indicam que o atraso
no desenvolvimento embrionario dos embrides de galinha pode ocorrer como uma

das consequéncias da exposi¢cao ao cadmio.

Sistema antioxidante

Apesar de nédo ter sido possivel mensurar a atividade da enzima catalase para
amostras de embrides com trés dias de desenvolvimento em nossos ensaios, esta
foi observada em amostras de embrides com sete dias de desenvolvimento. Isso
pode ser um indicio de que esse sistema antioxidante em embrides de ave esta em
processo de desenvolvimento em embrides com esses tempos. Desse modo, 0s
embrides mais jovens apresentariam esse sistema antioxidante menos robusto que
agueles com mais dias de desenvolvimento, sendo, portanto, mais sensiveis a
certos grupos de contaminantes para os quais as defesas celulares dependam da
catalase.

Foi observada diferenca significativa nos valores das analises de LPO, para
0S grupos controle e contaminados, nas amostras de embrides incubados por trés
dias. No grupo controle, a LPO é maior que os grupos contaminados. Isso poderia
indicar um aumento das defesas celulares capaz de neutralizar hidroperéxidos

lipidicos ou evitar a iniciacdo e propagacao da peroxidacao lipidica no grupo exposto



48

ao cadmio, ou simplesmente uma falha em processos geradores de peroxidacdo dos
lipidios. J& em embribes com sete dias de desenvolvimento, ndo foi encontrado
diferenca significativa quando comparados o grupo controle e contaminados.
Entretanto, a LPO aumenta significativamente em funcdo do tempo, ou seja, € maior
em embrides com 7 dias do que com 3 dias, para todos os grupos. Apesar de
parecer que nos primeiros dias de desenvolvimento exista uma defesa contra a LPO
induzida por cadmio, com sete dias de desenvolvimento, ndo ha diferenca entre os
grupos. Por ter sido a Unica analise realizada com embrides com trés e sete dias de
desenvolvimento e por demonstrar dados ambiguos, outras analises bioquimicas
devem ser realizadas. Além disso, as analises ja realizadas com embrides com sete
dias devem ser realizadas com os de trés dias de desenvolvimento para melhor
elucidar os efeitos toxicos do cadmio neste modelo experimental. Em embrides de
galinha contaminados com chumbo foi observado que os niveis de LPO diminuiram
com a idade nos tecidos analisados, entretanto, também foi observado que ocorreu
um acumulo dose-dependente de chumbo, indicando que o chumbo pode ter a
capacidade de induzir a peroxidacédo lipidica (SOMASHEKARAIAH; PADMAJA;
PRASAD, 1992).

THOMPSON et al. (2010)observaram que embrides de ave contaminados
com cadmio apos 60h de incubacdo apresentaram um aumento na LPO apéds a
administracdo de cadmio. O estresse oxidativo induzido pelo cadmio ocorreu apos 4
horas de exposicdo e, com esse tempo, as malformacdes se tornaram visiveis
microscopicamente, indicando que esse mecanismo esta envolvido com alteragfes
histol6gicas. Porém, verificaram que o estresse oxidativo pode nao estar diretamente
relacionado com o desenvolvimento da malformacdo no fechamento da parede do
corpo de embrides de ave.

As anadlises de GSH para embrides com sete dias de desenvolvimento
indicam que o cadmio ndo induz a alteracdo de seus niveis, demonstrando que
talvez esse ndo seja um sistema relacionado com a toxicidade do cadmio nas
concentracdes e tempo utilizados.Porém, no trabalho de Somashekaraiah, Padmaja
e Prasad(1992) com embrides de galinha contaminados com chumbo, os niveis de
GSH aumentaram em todos os tecidos analisados ap0s 72h de exposicao.

Com as analises de PCO para embrides com sete dias de desenvolvimento,
pode-se observar que o cadmio promove danos a proteinas de embribes

contaminados na menor concentragdo quando comparados ao grupo controle, ja que
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seus niveis sdo aumentados no grupo contaminado na menor concentracao. Esse
resultado é indicativo de que o Cd poderia estar causando efeitos tOxicos ao
danificar proteinas, direta ou indiretamente, mas nao os lipidios.

Ainda, foi observada uma alta correlacdo entre os valores encontrados na
LPO guando comparados com os valores encontrados para a GSH e entre os
valores encontrados na PCO com os valores da LPO. Isso pode demonstrar que
esses sistemas atuam de maneiras parecidas ou até juntos, frente a uma
contaminacao por cadmio, nas concentracdes e tempos utilizados nesse trabalho.

Os resultados observador por Surai, (1999) indicam que os diferentes tecidos
do embrido exibem diferentes estratégias no que se refere a aquisicdo da
capacidade de defesa antioxidante, durante o seu desenvolvimento. De acordo com
a autora, o sistema antioxidante que o embrido de ave no dia zero apresenta séo
aqueles que estdo acumulado na gema de ovo, que sao resultado da transferéncia a
partir da dieta materna.Com o inicio do desenvolvimento, o sistema antioxidante
devera ser desenvolvido comsintese endogena de enzimas como a catalase e de
sistemas ndo enzimaticos como a glutationa. Isso ira desempenhar um papel
importante na  protecdo do tecido contra a peroxidacdo lipidica,
principalmente(SURAI; NOBLE; SPEAKE, 1996). Como neste trabalho foi analisado
o sistema redox de embrides contaminados em seus estadios iniciais de
desenvolvimento, observa-se que o sistema antioxidante do embrido de ave nos
estadios iniciais ainda é imaturo.Provavelmente essa maturacdo ocorra apos 0O
nascimento, assim como ocorre em mamiferos, podendo alterar aS respostas
celulares em periodos criticos do desenvolvimento(FANTEL, 1996apud SURAI,
1999). Sendo assim, alguns sistemas podem aparecer alterados nos diferentes
tempos analisado.

Durante o desenvolvimento do embrido deve haver um equilibrio entre
geracdo de radicais livres e a defesa antioxidante nos tecidos que € necessario para
o desenvolvimento embrionario normal e viabilidade do nascimento da ave (SURAI,
1999). Portanto, foi observado que alguns desses sistemas sao alterados pela
contaminagdo ao cadmio, isso pode estar relacionado aos seus efeitos toxicos no
embrido de galinha, como a interrupcéo precoce do desenvolvimento do embrido e

efeitos teratogénicos.
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6. CONCLUSAO

- A injecdo do contaminante na camara de ar antes da incubac&o simula um
real caso de exposicdo ambiental, pois 0 contaminante entra em contato desde o

inicio de desenvolvimento do embrido.

- Apesar de nédo induzir um aumento da mortalidade, o cadmio tem efeito na
interrupcdo precoce do desenvolvimento do embrido no grupo contaminado na
menor concentracdo (CdCl, a 5 puM). Além disso, o cadmio tem efeito teratogénico
sobre os embribes de ave ja nos estadios iniciais do desenvolvimento (3 e 7 dias),
causando malformacdes e, muitas vezes, auséncia de estruturas essenciais para o
correto desenvolvimento do embrido, como olhos e membros. Em embrides
contaminados com CdCl, a 5 pM houve uma maior incidéncia de individuos
malformados. Embrides incubados por 7 dias apresentaram mais variagbes de
malformacdes em relacdo aos grupos incubados por 3 dias. As malformacfes mais
frequentemente observadas em todos os grupos foram a gastrosquise e alteracdes

na regido cefélica.

- A analise da atividade enzimatica da catalase demonstra que embriées com
3 dias de desenvolvimento apresentam um sistema de defesa antioxidante menos
robusto do que aqueles com 7 dias. A LPO aumenta de acordo com o tempo de
incubacdo. O cadmio induz o aumento da PCO. A correlagdo entre os valores de

LPO x GSH e PCO x LPO demonstra que esses sistemas estao inter-relacionados.
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