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RESUMO

Embrides de galinha (Gallus gallus) sdo amplamente utilizados na pesquisa
referente ao desenvolvimento embrionario e a toxicologia, por possuir
algumas vantagens, como sua semelhanca ao desenvolvimento dos
mamiferos e sua suscetibilidade a interferéncias quimicas. O acido
perfluorooctanoico (PFOA) € um contaminante ambiental persistente, que
ndo ocorre naturalmente e é capaz de ultrapassar a barreira placentaria. E
detectavel no soro da maioria da populacdo humana adulta dos paises
industrializados e pode atuar como desregulador endocrino e metabdlico,
além de afetar o coragao. O desenvolvimento do sistema cardiovascular € um
processo complexo e sensivel a agentes externos, uma vez que depende de
inumeras sinalizagdes. Assim, nosso trabalho teve como objetivo avaliar os
possiveis impactos da exposi¢cao ao PFOA no coracédo de embrides de Gallus
gallus com 7 dias de incubacdo. Os embrides foram divididos em 4 grupos:
grupo controle veiculo (administrado 20 pyL de soro fisioldgico), e grupos
contaminados 1, 2 e 3 (PFOA 5 ng/mL, PFOA 50 ng/mL e PFOA 250 ng/mL,
respectivamente). Os coragbes foram preparados histologicamente e
analisados por meio de técnicas morfoquantitativas de estruturas anatéomicas:
morfometria e estereologia. A morfometria possibilitou mensurar a parede dos
ventriculos direito e esquerdo e a estereologia a obtengcdo das densidades
volumétrica e numérica dos cardiomidcitos a partir de cortes bidimensionais.
A comparagao estatistica dessas variaveis entre os grupos nado mostrou
diferenga significativa (P>0,05). Sendo assim, esses resultados sugerem que
o PFOA nao interfere na espessura da parede dos ventriculos e nem nas
densidades numérica e volumétrica dos cardiomiocitos dos embrides de ave
com sete dias de incubacéo.

Palavras- chaves: Embrido de ave. PFOA. Embriotoxicologia. Cardiomidcitos.
Parede ventricular.



ABSTRACT

Chicken embryo (Gallus gallus) are widely used in embryo development and
toxicology research because they have some advantages, such as their
similarity to the development of mammals and their susceptibility to chemical
interferences. Perfluorooctanoic acid (PFOA) is a persistent environmental
contaminant, which does not occur naturally and is capable of overcoming a
placental barrier. It is detectable in the serum of most human population of the
industrialized countries and can act as an endocrine and metabolic disruptor,
affecting the heart. The development of the cardiovascular system is a
complex and sensitive process to external agents, so the aimed of our work is
evaluate the impacts of PFOA on the heart of Gallus gallus embryos with 7
days of incubation, which were divided into 4 groups: Control group
(administered 20 pul of saline) and contaminated groups 1, 2 and 3 (PFOA 5
ng/mL, PFOA 50 ng/mL and PFOA 250 ng/mL, respectively). The hearts were
prepared histologically and analyzed by morpho-quantitative techniques of
anatomical structures: morphometry and stereology. Morphometry measured
the wall thickness of the right and left ventricles and stereology evaluated the
volume density (Vv) and the numerical density (Nv) of cardiomyocytes from
two-dimensional cuts. The statistic between the groups showed no significant
difference (P>0,05). Therefore, the results suggest that PFOA does not
interfere with a wall thickness of the ventricles or with a numerical and
volumetric density of the cardiomyocytes of embryos with seven days of
incubation.

Keywords: Chicken embryo. PFOA. Embryotoxicology. Cardiomyocytes.
Ventricular wall.
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1. Introdugao

A preocupacao sobre o impacto de poluentes no ecossistema e na saude
humana atinge a comunidade mundial, uma vez que existe um numero cada vez
maior de intervengdes ambientais por fatores, principalmente, antropogénicos
(MOORE, 2002). Dentre essas intervengdes, os poluentes organicos persistentes
(POP’s) chamam atencao pelo fato de permanecerem no ambiente por um grande
periodo. Podem ser transportados por longas distancias e bioacumular, causando
efeitos adversos tanto no ambiente como na saude. Estdo entre esses compostos os
bifenispoliclorados (PCB’s), o diclorodifeniltricloroetano (DDT), o hexaclorobenzeno
(HCB) e o acido perfluorooctandico (PFOA) (DE BOER et al., 2008). Em 2015 foi
proposto pela Unido Europeia que o PFOA fosse incluido em uma das trés
categorias de substancias da Convenc¢éo de Estocolmo sobre POP’s (PFOA, 2015).
Esta convencdo teve como objetivo proteger o ecossistema dos poluentes
persistentes, listando-os em trés categorias: as substéncias que requerem
eliminacdo (Anexo A), as que requerem restricdo ao seu uso (Anexo B) e as
substancias que requerem reducdo na sua liberacdo ndo deliberada (Anexo C)
(WOHRNSCHIMMEL et al., 2016). Este fato deixa claro a atual importancia da
investigacdo das consequéncias que o PFOA podera trazer para o ambiente e,
principalmente, para os seres que nele vivem.

O PFOA é um composto perfluorado que nao ocorre naturalmente, e é
formado por uma cadeia de fluorcarboneto com um grupo funcional adicional, a
carboxila (STEENLAND; FLETCHER; SAVITZ, 2010). Ligagdes carbono-flior como
essas sdo conhecidas como uma das ligagées mais fortes da quimica organica, e
por isso o PFOA apresenta uma alta resisténcia a degradagdo. Devido a sua
persisténcia € encontrado no soro da populagdo em geral (LAU et al., 2007)
indicando riscos para a saude de adultos e de organismos em desenvolvimento.

Em 2008, numa analise feita por Anderson-Mahoney et al., verificou-se um
aumento do aparecimento de problemas cardiovasculares em adultos residentes
proximos a agua potavel contaminada com PFOA. Ja Jiang et al. (2012) observaram
alteragdes da morfologia e da fungdo do coragdo em embrides de galinha com 19
dias de desenvolvimento e nascidos. Estes estudos indicam possiveis
consequéncias dos efeitos do PFOA sobre o sistema cardiovascular.



Os embrides de galinha (Gallus gallus) sdao modelos ideais para estudos de
desenvolvimento e de toxicidade, pois sdo conhecidos por serem suscetiveis a
interferéncias quimicas, além de se poder extrapolar para efeitos toxicos em
embrides humanos, uma vez que o desenvolvimento cardiovascular de aves e
mamiferos é semelhante.

Visto que o PFOA ocasiona diversos tipos de alteracbes em modelos
animais, esta presente no soro humano e possivelmente afeta o coracado, este
trabalho investigou seus efeitos no desenvolvimento inicial do coracdo de embrides

de galinha.

2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Investigar os efeitos do PFOA (trés concentragcdes) em coracao de embrides
de Gallus gallus, com 7 dias de incubacgéo.

2.2. Objetivos especificos
o Verificar os efeitos do PFOA sobre a espessura da parede dos ventriculos,
por meio da morfometria.
o Analisar a agcdo do PFOA sobre as densidades volumétrica e numérica dos
cardiomidcitos, por meio da estereologia.

3. Revisao bibliografica

3.1. TOXICOLOGIA E ECOTOXICOLOGIA

A toxicologia e a ecotoxicologia tém como principio compreender e explicar
quais sdo os impactos causados pelas substancias quimicas, seus processos
bioquimicos e fisiolégicos, a sensibilidade dos diferentes tipos de organismos e a
relativa toxicidade dos compostos quimicos e suas classes (CHAPMAN, 2002).
Essas duas ciéncias utilizam-se dos biomarcadores e bioindicadores para explicar
seus resultados. Os primeiros, com definicdo do National Institutes of Health
Biomarkers Definitions Working Group, sao caracteristicas bioldgicas que podem ser



objetivamente medidas e avaliadas como um indicador de processos normais
biolégicos, processos patogénicos ou respostas farmacolégicas para uma
intervencdo terapéutica (GROUP, 2001). Ja os bioindicadores sao processos
bioldgicos, espécies ou comunidades que sdo usados para avaliar a qualidade do
ambiente e sua alteragcéo ao longo do tempo (HOLT; MILLER, 2010).

3.2. EMBRIOTOXICOLOGIA

O desenvolvimento embrionario € um periodo considerado critico aos efeitos
toxicos de substancias, pois sabe-se da ocorréncia da alta taxa de proliferacdo e
diferenciagdo celular e de seu imaturo sistema de desintoxicacdo e defesa,
tornando, assim, o embrido/feto mais vulneravel a agentes externos. Indicios
sugerem que a exposicdo precoce a substancias quimicas pode prejudicar o
organismo diretamente, e também indiretamente, predispondo o individuo a doengas
como diabetes, sindrome metabdlica, doenga de Alzheimer ou de Parkinson
(GUPTA, 2011; WELLS et al. 2010). Assim, € de extrema importancia conhecer os
efeitos dos xenobidticos sobre o desenvolvimento embrionario de vertebrados
usando modelos animais como alternativa, possibilitando desta forma uma
extrapolacao desses efeitos para embrides humanos.

O chumbo, cobre, arsénio e cadmio sdo alguns exemplos de inumeras
substancias que tem sua toxicidade testada em embrides de ave, demonstrando
alteragdes morfologicas (RIVERO et al., 2006; STEIL, 2013; STUPAK et al., 2012),
no peso e no tamanho, defeitos na angiogénese (ALI LAGHAR et al., 2014) e na
parede do corpo, bem como morte celular por apoptose em células dos somitos,
placa lateral da mesoderme e tubo neural (THOMPSON et al.,, 2005). Ja com o
PFOA foram observados efeitos neurotoxicos (PINKAS et al., 2010) e também

alteracées em parametros estruturais e funcionais do coragéo (JIANG et al., 2012).

3.3. AVE COMO MODELO EXPERIMENTAL

O uso de ave como modelo animal experimental perdura anos, com registros

desde os egipcios, passando por Aristoteles e chegando aos dias atuais (STERN,
2005).
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A galinha (Gallus gallus) (FIGURA 1) é uma das espécies mais utilizadas
nos estudos da embriologia comparada e biologia do desenvolvimento (DeRUITER;
DOTY, 2011), mas tem sido usada também como modelo para estudos de agentes
toxicos, ja que sao sensiveis a agdo de agentes quimicos (VODELA et al., 1997;
YAMAMOTO et al., 2012).

Alguns aspectos favorecem o uso dos embrides de ave como modelo de
estudo em toxicologia: (1) Baixo custo. Os ovos fertilizados sao relativamente
baratos em relagcdo a outros modelos animais e 0 uUnico equipamento necessario
para seu desenvolvimento € uma incubadora com temperatura e umidade controlada
(STERN, 2005); (2) Acessibilidade. O desenvolvimento embrionario é independente
da mée, permitindo seu acompanhamento diario em laboratério (SCHOENWOLF,
1999); (3) Estadios de desenvolvimento bem descritos. Em 1951, Hamburger e
Hamilton descreveram a sequéncia de estadios de desenvolvimento do embrido de
ave, criando seu “HH-staging” e viabilizando a reprodutibilidade dos experimentos
realizados por diferentes grupos de pesquisa; (4) O embrido de ave é eticamente
mais aceito, pois ndo ha necessidade da eutanasia materna, fator positivo em
relagdo aos mamiferos placentarios.

Assim, tais vantagens fazem do embrido de ave um excelente modelo tanto
para observar e estudar o inicio da formagédo do coragao (KAIN et al., 2014) como
também para avaliar os efeitos de agentes quimicos toxicos no desenvolvimento
embrionario, dependendo dos estadios avaliados, fazendo importantes relagcdes com

0s mamiferos.

FIGURA 1 — INDIVIDUO ADULTO E OVO DE Gallus gallus.

FONTE: Chckns (2015).
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3.4. COMPOSTOS PERFLUORADOS - PFC’S

Os compostos perfluorados (PFC’s- Perfluorinated compounds) sao estaveis
a altas temperaturas, ndo inflamaveis e ndo volateis, além de ndo serem degradados
por acidos e bases fortes, ou agentes oxidantes (LAU et al., 2007). Esta resisténcia
a degradacgédo contribui para que sejam incluidos na categoria de poluentes
organicos persistentes (POP’s), substancias conhecidas por sua permanéncia no
ambiente, com propriedades toxicas, de bioacumulagao e de propensao a percorrer
longas distancias, apresentando uma distribuigdo global (MUNSCHY et al., 2016).

Os PFCs n&o s&o encontrados naturalmente, sendo sintetizados para
produtos comerciais e processos industriais ha mais de 60 anos (LINDSTROM et al.,
2011). Apesar de estarem presentes no ambiente ha um tempo consideravel seus
efeitos tdxicos ainda ndo sao totalmente conhecidos, o que os caracterizam como
poluentes emergentes, por isso muitas vezes ainda ndo estdo inclusos em
programas de monitoramento ou de regulamentagdo por agéncias de controle
ambiental (GLASSMEYER, 2007; SORENSEN et al., 2015)

Geralmente os PFC’s depositam-se no ar e pd, em aguas superficiais e
subterraneas, sedimentos e até em lugares mais remotos como o artico e o oceano.
Sua principal utilizacdo € a protecdo de superficies, tais como tratamentos de
carpetes, vestuario, revestimentos para papel e papeldao e revestimento de
recipientes alimentares como caixas de pizza, embalagens de hamburguer e de
pipoca de microondas (ATSDR, 2015; ATSDR, 2013). Dentre esses compostos, o
acido perfluorooctandico (PFOA) € um dos mais encontrados em niveis elevados no

ambiente.

3.5. ACIDO PERFLUOOROCTANOICO (PFOA)

O acido perfluorooctandico € um composto quimico sintético com férmula
molecular CF3(CF2)sCOOH (FIGURA 2). Possui uma cadeia carb6nica fluorada que
contribui para as caracteristicas hidrofébicas e oleofébicas da molécula, além de um
grupo funcional carregado, a carboxila, doando sua caracteristica hidrofilica. Por
suas fortes ligagcdes carbono-fluor ndo esta sujeito a quebras naturais, resistindo ao
calor e a reagbes quimicas, como a fotdlise, bioacumulando no ambiente
(STEENLAND; FLETCHER; SAVITZ, 2010; POST; COHN; COOPER, 2012;
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VAALGAMAA et al., 2011). E usado na produgdo da maioria dos fluorpolimeros,
como o politetrafluoretiieno (PTFE), que esta presente, principalmente, em
revestimentos antiaderentes em utensilios de cozinha (KNEPPER; LANGE, 2012).
Apesar do PFOA ser em grande parte removido ou reciclado no final da produgéo
dos produtos que contém esses fluorpolimeros, segundo a Society of the Plastics
Industry, Inc. (SPI), a principal preocupacgéo € o destino que se da aos dejetos da
producdo (MOORE, 2007).

Pode ser encontrado na biota e no soro da populagdo humana no geral. Nos
Estados Unidos, por exemplo, entre 2003 e 2004, a concentracdo média de PFOA
no soro da populagédo era de 3,9 ug/L, entretanto, em areas contaminadas o nivel
estimado de exposigédo pode ser ainda maior (CALAFAT et al., 2013).

FIGURA 2 - FORMULA ESTRUTURAL (A) E CONFORMAGAO 3D (B) DO PFOA.

FONTE: Open ChemistryDatabase (2016).

A contaminagdo humana pode ocorrer por varios meios, como inalacao,
alimentagdo e ingestdo de agua. Uma vez no organismo, o PFOA permanece
inalterado por longos periodos, com uma meia-vida de aproximadamente quatro
anos (ATSDR, 2015). Possui uma alta absor¢cdo por meio do sistema
gastrointestinal, com distribuicdo pelo sangue, ligando-se a albumina sérica, rins e,
principalmente, figado. Porém, sua taxa de eliminagéo € baixa. Em modelos animais
atua como desregulador endocrino e metabdlico, e foi associado ao cancer no
figado, pancreas e testiculo (OLSEN et al., 1998; BIEGEL et al., 2001; LAU et al.,
2007; ANDERSEN et al., 2008; SHABALINA et al., 2015).

E demonstrado que a maioria dos poluentes persistentes organicos, e neles
inclui-se o PFOA, atravessam a barreira placentaria (PORPORA et al., 2013).
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Avaliando-se sua concentragdo no sangue da mae e no corddao umbilical foi
encontrada uma transferéncia de aproximadamente 76-86% para o feto (MONROY
et al., 2008; LEE et al., 2013).

Sobre a toxicidade do PFOA durante o desenvolvimento embrionario, ha
relatos de um aumento na mortalidade, retardo no desenvolvimento, na abertura dos
olhos e no crescimento dos pelos em camundongos com exposi¢cdes de PFOA
durante toda a gestagcdo (WOLF et al., 2007). Em experimentos com o zebrafish o
PFOA causou anormalidades estruturais, como edema de pericardio e coluna
vertebral malformada (ZHENG et al., 2011). Ja em embrides de ave foi observada
uma alta mortalidade e uma diminuigdo no sucesso da eclos&do do ovo (YANAI et al.,
2008), alteragdes neurocomportamentais (PINKAS et al., 2010) e cardiotoxicidade
(JIANG et al., 2012).

A partir de resultados como estes, a agéncia de protecdo ambiental dos EUA
(USEPA) entrou em acordo com os principais produtores de PFOA e estabeleceu
um programa de gestdo para eliminar gradualmente as suas emissdes e a sua
presenca em produtos (USEPA, 2006). Porém, sua conhecida persisténcia no
ambiente e sua longa meia-vida no organismo humano indica que ainda havera

exposi¢cao por um tempo consideravel (JIANG et al., 2015).
3.6. 0 CORACAO COMO ORGAO
3.6.1. Aspectos anatébmicos e microscopicos

O coragdo humano é um 6rgao muscular com forma de um cone truncado,
localizado dentro da cavidade toracica, que se contrai ritmicamente bombeando o
sangue para todo corpo por meio dos vasos sanguineos. Localiza-se sobre o
diafragma e inferiormente aos dois pulmdes, e € envolvido por uma membrana
protetiva chamada pericardio. Possui 4 camaras ocas (FIGURA 3): 2 atrios, que
formam sua base, e 2 ventriculos, que formam seu apice. Os atrios recebem o
sangue continuamente das veias e bombeiam para os ventriculos, por meio das
valvulas atrioventriculares. Como o0 sangue segue com baixa pressao suas paredes,
em comparagao com as paredes dos ventriculos, sdo mais finas. O atrio direito
recebe sangue rico em CO; e o atrio esquerdo recebe sangue rico em O,. Ja o

ventriculo direito ejeta o sangue rico em CO; para os pulmdes e o ventriculo
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esquerdo sangue rico em O, para o restante do corpo (BERNE; LEVY, 2001; HALL,;
GUYTON, 2011).

FIGURA 3 — CORACAO

Atrio direito (AD); Atrio esquerdo (AE); Ventriculo direito (VD); Ventriculo
esquerdo (VE).

FONTE: Humandiagram (2015).

As paredes do coragdo sao constituidas de trés tunicas: o endocardio
(camada interna), o miocardio (camada média) e o epicardio (camada mais externa)
(FIGURA 4). Tem-se, ainda, a regi&do central fibrosa do coragdo, conhecida também
como esqueleto cardiaco, formado por tecido conjuntivo denso que estrutura o
coracdo. Esta estrutura forma o septo atrioventricular que separa os atrios dos
ventriculos, da apoio para as valvulas e serve como ponto de insercdo para as
células musculares cardiacas. O endocardio é constituido por endotélio, e uma
camada subendotelial de tecido conjuntivo frouxo que contém fibras elasticas e
colagenas e algumas células musculares lisas. O miocardio € a camada mais
espessa e é composta por tecido muscular estriado cardiaco organizado de forma
complexa. Esta camada é formada pelos cardiomidcitos, que possuem um nucleo
central, oval e bastante palido e sdo conectados por meio de discos intercalares, que
permitem também a passagem do impulso elétrico. Externamente, o coragéo esta
coberto por um epitélio pavimentoso simples que se apoia em uma fina camada de
tecido conjuntivo constituindo o epicardio, que corresponde ao folheto visceral do
pericardio (folheto seroso que envolve o coragédo) (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013;
HILL, 2016).
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FIGURA 4 — MODELO ESQUEMATICO DAS TRES CAMADAS HISTOLOGICAS DO
CORACAO.
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FONTE: histologyolm (2009).

3.7. O DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO DO CORACAO

O desenvolvimento do sistema cardiovascular € um processo complexo que
ocorre muito cedo, na mesoderme esplancnica, controlado por uma cascata de
genes reguladores e moléculas sinalizadoras. E considerado a primeira unidade a
entrar em funcionamento no embrido em formagao, e consequentemente, o coracéo,
o primeiro 6érgao (MOORE; PERSAUD, 2013).

Inicialmente o coracdo € um tubo de duas camaras, um atrio e um
ventriculo, de funcado contratil e parede dupla constituida de um endocardio interno,
um epimiocardio externo e separando esses dois tipos celulares uma matriz
extracelular, chamada geleia cardiaca. O endocardio ira formar o revestimento
interno do coragdo e a camada mais externa formara o musculo cardiaco que
pulsara por toda a vida. Logo, esse coragao tubular se contorce formando uma
estrutura em forma de S, seguindo-se o processo de convergéncia, que se
caracteriza pela migracédo anterior do atrio comum e do seio venoso sobre os
ventriculos, ha ainda a formagdo do colchdo endocardico que divide o tubo nos
canais atrioventriculares direito e esquerdo. O terceiro evento marca o
posicionamento dos coxins do tronco arterial entre as valvas do canal
atrioventricular, conhecido como encaixamento em cunha (FIGURA 5) (SADLER,
2013; GALO, 2015; KLOESEL; DINARDO; BODY, 2016).
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FIGURA 5 - FORMAGCAO DA CAMARA CARDIACA EM HUMANO
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FONTE: GILBERT, 2003.

Chegando a este ponto encontramos um 6rgao mais complexo. A formagao
de um coragdo com as quatro camaras cardiacas € acompanhado pelo
estabelecimento da circulacdo coronaria, formacdo de valvulas, septagdo e
surgimento do sistema de conducdo e finalmente a formacdo do coracéo
completamente funcional (OLIVEIRA, 2011).

3.8. O CORACAO DE Gallus gallus

O desenvolvimento do coragado de embrido de ave (FIGURA 6) possui uma
conhecida similaridade com o desenvolvimento do coragdo humano, assim, séo
empregados como modelos experimentais para a ciéncia cardiovascular
(RUIJTENBEEK et al., 2002).

O coragéo de ave provém de duas regides simétricas do embrido, derivadas
da mesoderme esplancnica, comecando a se desenvolver a partir dos estadios 9
(29-33 horas de incubagéo) ou 10 (33-38 horas de incubagéo) da classificagdo de
Hamburger e Hamilton (1951). Uma vez formado, o coragédo inicialmente possui a
forma de um tubo com duas camadas visiveis: o endocardio (camada mais interna) e
o epimiocardio (camada externa). Posteriormente, essas duas camadas se tornam o

endocardio, miocardio e o epicardio. Logo curva-se num formato de “S”, onde
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primeiramente o tronco arterioso (vaso sanguineo) e o ventriculo se tornam visiveis,
em seguida o atrio e por ultimo o seio venoso. O processo de dobramento do
coragao ocorre dos estadios 9 a 34 (8 dias), dividido em fase inicial (HH 9-24) e fase
final da septacdo cardiaca (HH 24-34), e a circulagdo esta bem estabelecida no
estadio 16 (51-56 horas de incubag&o). A formagéo e o desenvolvimento do coragao
duram até as fases posteriores a eclosdo do ovo (BELLAIRS; OSMOND, 2005;
MARTINSEN, 2005).

O desenvolvimento cardiaco do embrido de galinha (in vivo) foi descrito pela
primeira vez por Al Naieb et al. (2013), que caracterizou o corag¢ao no final da sistole
e da diastole entre os estadios 12 (2° dia de incubagao, caracterizado por um tubo
cardiaco relativamente reto e contragbes miocardicas precoces) e 35 (9° dia de
incubacéo, caracterizado por um coragdo com suas quatro camaras formadas) da

classificagdo de Hamburger-Hamilton (1951).

FIGURA 6 — FORMACAO DA CAMARA CARDIACA EM Gallus gallus
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FONTE: BELLAIRS; OSMOND, 2005

3.9. CARDIOTOXICIDADE INDUZIDA PELO PFOA

O desenvolvimento cardiovascular é conhecido como um processo

complexo e delicado. Sendo assim, tal processo pode ser afetado pela exposicédo a
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diversos elementos exdgenos, como patdogenos, drogas e poluentes ambientais,
como o PFOA (JIANG et al., 2012; ZILE, 2010).

Foram observadas, alteragdes de varios parametros estruturais e funcionais
do coragdo, incluindo uma diminuicdo da espessura da parede do ventriculo
esquerdo, em embrides de ave com 19 dias de incubacéo (JIANG et al., 2012). Tal
fato sugere uma cardiotoxicidade do PFOA, que pode chegar ao nivel dos

cardiomidcitos.

Apesar de ndo ser um dos primeiros sistemas afetados pela toxicidade do
PFOA, foi encontrado também um aumento na incidéncia de doencas
cardiovasculares (incluindo infarto do miocardio, acidente vascular cerebral e
angina) em adultos expostos ao PFOA em sua agua potavel (ANDERSON-
MAHONEY et al., 2008).

3.10. MORFOMETRIA E ESTEREOLOGIA

A morfometria e estereologia séo técnicas de medi¢des e quantificagbes de
estruturas bioldgicas, que possibilitam a comparagédo entre condigdes anatébmicas e
patologicas (PARDINI, ASSIS, 2005).

A morfometria é um método quantitativo bidimensional que utiliza uma
ferramenta de calibragdo para a medicdo de objetos finos sob observacéo
microscopica, determina comprimentos, perimetros e areas. Ja a estereologia € uma
técnica que pode ser definida como um conjunto de procedimentos geométricos e
estatisticos que permitem obter informagdes tridimensionais, a partir de medidas
realizadas em imagens bidimensionais, como aquelas obtidas em cortes histolégicos
preparados para a microscopia de luz e eletrbnica. Estima densidades como:
densidade de volume (Vv), densidade de comprimento (Lv), densidade de superficie
(Sv) e densidade numérica (Nv) (MANDARIM-DE-LACERDA, 2003).

Pereira et al. (1998) comprovaram por meio dos estudos morfométricos e
estereologicos que a inibicdo da sintese do oOxido nitrico provoca modificagbes
miocardicas, analisando o peso cardiaco, as densidades de volume de
cardiomiocitos e intersticio cardiaco, densidade numérica e area transversal dos

cardiomiocitos. Xavier-Vidal e Madi (1999) constataram, também por esses dois
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meétodos, que n&o ha diferengas significativas nas estruturas miocardicas dos

ventriculos direito e esquerdo durante o 3° trimestre gestacional humano.

Desse modo assume-se que a morfometria e a estereologia apresentam
dados quantitativos confiaveis sobre os componentes dos tecidos, sendo uma
importante ferramenta para avaliar e determinar modificagbes miocardicas,

auxiliando a pesquisa na area cardiaca.

4. MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos realizados nesse estudo foram aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal do Parana (CEUA/BIO - UFPR), sob o0s numeros 1006 e
23075.150528/2016-26.

4.1. MODELO ANIMAL

Os ovos fertilizados de galinha (Gallus gallus) foram fornecidos por uma
empresa de avicultura localizada na regido metropolitana de Curitiba. Foram
selecionados ovos que estivessem entre 57g e 65g. Apds, foram higienizados com
etanol 70% e separados em seus devidos grupos experimentais.

4.2. DESENHO EXPERIMENTAL

Os experimentos foram conduzidos em 4 grupos (QUADRO 1): grupo
controle veiculo (soro fisiolégico), e grupos contaminados 1, 2 e 3 (PFOA 5, 50 e 250
ng/mL, respectivamente). Estudos em desenvolvimento em nosso laboratério
(Laboratério de Embriotoxicologia do Departamento de Biologia Celular da UFPR)
mostram que ndo ha diferenca significativa entre os controles fechado (n&o injetado)
e veiculo (injetado com soro fisioldgico). Assim, o controle fechado n&o foi usado por
motivos éticos, reduzindo o numero de individuos utilizados no experimento. Desta

forma foram utilizados 5 embrides por grupo experimental, totalizando 20 ovos.
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QUADRO 1 - GRUPOS EXPERIMENTAIS.

Grupos Experimentais Ovos

Grupo Controle (C) Injetados com 20 pL de soro fisiolégico

Grupo Contaminado | (Ct-I) Injetados com 20 pL de solugédo de PFOA 5 ng/mL
Grupo contaminado Il (Ct-Il) Injetados com 20 pL de solugado de PFOA 50 ng/mL
Grupo contaminado Il (Ct-111) Injetados com 20 pL de solugédo de PFOA 250 ng/mL

FONTE: A autora (2016).

QUADRO 2 - NUMERO DE OVOS, PESO MEDIO E DOSE MEDIA INJETADA POR GRUPO
EXPERIMENTAL.

Grupos Experimentais Ovos Média dos Média da dose
pesos (g) (g de contaminante/ g de
ovo)
Grupo Controle (C) 5 61,580
Grupo Contaminado | (Ct-l) 5 61,024 1,64 x 107°
Grupo contaminado Il (Ct-I1) 5 60,314 1,65x 107"
Grupo contaminado Il (Ct-1l) 5 61,502 8,13x10™"

FONTE: A autora (2016).

4.3. CONCENTRACOES E QUANTIDADES

As concentragbes utilizadas do PFOA foram definidas a partir de estudos
que revelaram sua concentracdo no cordao umbilical humano, reproduzindo uma
possivel exposicdo pré-natal. Foi encontrada uma variagéo entre 0,36 a 5,44 ng/mL
de PFOA no sangue fetal (MONROY et al., 2008; ARBUCKLE et al., 2013;
HANSSEN et al., 2013; LEE et al., 2013; LIEN et al., 2013).

A quantidade de 20 pL injetada no ovo foi determinada basendo-se em um
projeto de pesquisa em andamento no laboratorio, respeitando a continuidade da
metodologia empregada para PFOA.

4.4. EXPOSICAO DO CONTAMINANTE



21

4.4.1. Injegdo dos ovos

O ovo (FIGURA 7) tem sua casca revestida por uma membrana interna e uma
membrana externa, entre elas esta localizada a cAmara de ar (BALAZ, 2014).

Figura 7 - CORTE SAGITAL DO OVO E SEUS COMPONENTES.
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FONTE: BELLAIRS; OSMOND, 2005.

Os embrides foram expostos ao contaminante no fluxo laminar (no tempo EO
— anteriormente a incubacao — para simular ao maximo a situacéo de exposi¢cido no
ambiente), através de injecao, nas concentragdes pré-estabelecidas, diretamente na
camara de ar (FIGURA 8), local que permite melhor dispersdo do contaminante no
embrido (YAMAMOTO et al., 2012).

FIGURA 8- INJECAO DOS OVOS.

A: Abertura de um orificio para a entrada do contaminante com uma agulha mais grossa. B: Injecéo
do contaminante na camara de ar do ovo, com agulha de insulina.
FONTE: A autora (2016)

Apés a injecao, o orificio foi selado com fita adesiva e os ovos incubados em
incubadora BOD (SL-224, SOLAB Cientifica) (FIGURA 10), em posi¢des aleatdrias,
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com a camara de ar voltada para cima, a + 38°C e umidade relativa de 65 a 75%,
por 7 dias. Os materiais utilizados na injegdo do contaminante foram esterilizados no

fluxo laminar, pela exposigao a luz ultravioleta.

FIGURA 9 - POSICIONAMENTO ALEATORIO DOS OVOS INCUBADOS EM BOD

FONTE: A autora (2016).

4.5. HISTOLOGIA
4.5.1. Fixagao

No sétimo dia de exposicdo, os ovos foram abertos e cuidadosamente os
embrides removidos, suas membranas rapidamente rompidas (FIGURA 11A) e os
coragdes excisados, lavados em solugao salina 0,9% e fixados por 24h em solugao
fixadora (formalina 10%, neutra, tamponada). Apds, os coragdes foram novamente
lavados em solucao salina e armazenados em alcool etilico 70% (FIGURA 11B),
para a amostragem do tecido e realizagdo das analises morfométricas e

estereoldgicas.

FIGURA 10 — EMBRIAO E CORAGAO DE Gallus gallus

(A) Embriao de Gallus gallus com 7 dias de incubacéo.

(B) Eppendorf com o coragéo armazenado no alcool 70%.
FONTE: A autora (2016).
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4.5.2. Inclusao

O processamento histologico dos coragdes (desidratacdo, diafanizagéo e
impregnagao) ocorreu por um processador de tecidos automatico (Thermo Scientific
— Microm STP 120), (QUADRO 3). O material foi processado inteiro, na posi¢céo

horizontal, com a parte ventral para cima.

QUADRO 3 - REAGENTES E SEUS TEMPOS USADOS NO PROCESSAMENTO HISTOLOGICO.

~ PASSO  ESTAGI0OO REAGENTE = DURAGAO

1 Desidratacao Alcool 70 % Pernoite
2 Desidratacao Alcool 80 % 2 h.

3 Desidratacao Alcool 90 % 2 h.

4 Desidratacao Alcool 95 % 2 h.

5 Desidratacao Alcool 100 % - | 1,5 h.
6 Desidratacao Alcool 100 % - Il 1,5 h.
7 Desidratagao Alcool 100 % - Il 1,5 h.
8 Desidratagao Alcool 100 % + Xilol 1,5 h.
9 Clarificagao Xilol — | 40 min.
10 Clarificagao Xilol =1l 30 min.
1 Clarificagao Xilol — 1l 15 min.
12 Impregnacao Paraplast — | 2 h.
13 Impregnacao Paraplast — Il 2 h.

FONTE: A autora (2016).

Cada coragao emblocado em Paraplast foi encaminhado a empresa RNA
Consultoria Cientifica, onde foi submetido a microtomia para obtencdo dos cortes
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histolégicos. Com uma avaliagéo prévia da altura ideal para as analises, os primeiros
100 cortes a partir do material foram dispensados. Em seguida, foram distendidos na
lamina 20 cortes consecutivos com 5 ym de espessura, corados com Hematoxilina-
Eosina (H/E).

QUADRO 4 - REAGENTES E SEUS TEMPOS USADOS NA COLORAGAO DAS LAMINAS

PASSO DESCRIGAO REAGENTE DURAGAO
1 Submersao das laminas Xilol puro 6 min.
2 Submersao das laminas Alcool 100% 6 min.
3 Submerséo das laminas Alcool 90 % 3 min.
4 Submersao das laminas Alcool 80 % 3 min.
5 Submersao das laminas Alcool 70% 3 min.
6 Lavar por técnica de imersao Agua destilada 2 vezes.
7 Submersao das laminas Hematoxilina de Harris 2 min.
8 Lavar Agua corrente 10 min.
9 Lavar por técnica de imersao Agua destilada 2 vezes.
10 Submersao das laminas Eosina 30 seg.
11 Submersao das laminas Alcool 95 % 3 min.
12 Submerséo das laminas Alcool 100 % - | 3 min.
13 Submersao das laminas Alcool 100 % - II 3 min.
14 Submersao das laminas Alcool 100 % + Xilol 3 min.
15 Submersao das laminas Xilol - 1 3 min.
14 Submersao das laminas Xilol - 1l 3 min.

FONTE: A autora (2016).
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4.6. ANALISES MORFOMETRICAS E ESTEREOLOGICAS

As imagens para as analises foram obtidas em aumento de 400 vezes,
utilizando o microscopio BX51 (Olympus System Microscopes), equipado com o
software de captura Cell*F (2008, Olympus Soft Imaging Solutions GmbH), modelo
de camera acoplado DP72. De cada lamina foram fotodocumentados com escala
meétrica 5 campos aleatoérios do ventriculo direito e 5 campos aleatoérios do ventriculo
esquerdo de 5 cortes (FIGURA 12).

FIGURA 11 — ESQUEMA DA FOTODOCUMENTAGCAO DOS CORTES
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FONTE: A autora (2016).

Para a morfometria, as imagens foram calibradas e a espessura das paredes
do ventriculo direito e esquerdo analisadas por meio do programa computacional
Imaged (FIGURA 13). Assim, se obteve a média de 5 medidas da espessura da
parede de um campo do ventriculo direito e um campo do ventriculo esquerdo de

cada animal.
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FIGURA 12— ANALISE MORFOMETRICA
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Medida da espessura da parede do ventriculo por meio de um segmento de reta do programa
computacional ImageJ.

FONTE: A autora (2016).

Para determinar a tridimensionalidade do coracéao foi utilizado o método de
contagem de pontos e de intersecg¢des-teste, o sistema teste M42 (FIGURA 14), que
apresenta 42 pontos-teste e 21 segmentos de reta, medindo a linha-teste 15 mm e a
area-teste 5.100 mm? (Mandarim-de-Lacerda, 2003). Este sistema é superposto a
imagem histoldgica para a contagem dos nucleos dos cardiomidcitos. O nucleo foi a
estrutura escolhida para a contagem por sua melhor visualizagdo na lamina. Foram
utilizadas as 5 imagens do ventriculo direito e as 5 imagens do ventriculo esquerdo

de cada corte, sendo analisados 5 cortes por animal.
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FIGURA 13- SISTEMA-TESTE M42.

(A) Modelo de grade utilizada na contagem dos cardiomidcitos.
(B) Grade superposta a imagem histologica.

FONTE: A autora (2016).

Posteriormente, as imagens capturadas foram utilizadas para obtengcédo dos
parametros estereolégicos densidade volumétrica e densidade numérica dos

cardiomidcitos.

A densidade de volume calcula a fracdo de volume ocupado pela estrutura
de interesse em relagdo ao volume total. Para estimar a densidade de volume dos

cardiomiécitos foi utilizada a equagéo:

Pp[cardiom]
Pt

Vv[cardiom] =

Sendo Vv [cardiom] a densidade de volume; Pp [cardiom] o numero de
pontos sobre os cardiomiocitos e Pt o numero total de pontos das estruturas. O
resultado da analise Vv [cardiom] foi multiplicado por 100 para expressao em
porcentagem.
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A densidade numérica dos nucleos dos cardiomidcitos foi estimada pelo
meétodo dissector, que € utilizado em quantificagdes estereoldgicas de cardiomiocitos
(AQUILA et al., 1998).

A densidade numérica (Nv [cardiomidcito]) foi obtida por meio da soma dos
nucleos dos cardiomiocitos na area teste, vistos no plano superior do corte (2Q —)

obtido pela somatdria dos volumes do disector (Vol (disector)).

O volume de cada disector representa a area-teste do plano superior (At =

15.625 pmz) pela espessura de microtomia (e = S5um).

2Q — A[cardiom]
Vol[disector]

Nv[cardiom] =

Vol[disector]| = e. At

4.7. ANALISE ESTATISTICA

Para analise estatistica os dados coletados foram tabulados e analisados
pelo software GraphPadPrism 7.0. Foi aplicado o teste de Shapiro-Wilk para verificar
a normalidade e homogeneidade de variancia das variaveis. Para identificar as
diferengas estatisticas entre os grupos estudados, utilizou-se a analise de variancia
(ANOVA). O nivel de significancia adotado para todos os testes estatisticos foi 5%
(p<0,05).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O processo de desenvolvimento embrionario da galinha e de eclosao do ovo
apresentam periodos considerados criticos podendo ser influenciados por fatores
endogenos e exogenos (DEWITT; MEYER; HENSHEL, 2005). Assim, a injecédo de
contaminantes como o PFOA pode trazer consequéncias para o organismo. No
presente trabalho, a exposicdo ao PFOA foi realizada bem no inicio do
desenvolvimento (fase de blastodisco), simulando ao maximo a situagdo no
ambiente onde o contaminante esta presente ininterruptamente desde a concepcéao

até seu nascimento.

Os embrides de galinha sdo modelos de estudo muito utilizados por suas
conhecidas vantagens, como facilidade de obtencédo, praticidade na realizagcdo de
experimentos e seu monitoramento, desenvolvimento curto (21 dias) e com periodos
comparaveis ao desenvolvimento humano, como por exemplo, a formag¢ao do
coragao (RUIJTENBEEK, 2002; AL NAIEB, 2013). Essa similaridade é que torna o
embrido de galinha um modelo promissor para explorar os efeitos de contaminantes
no periodo embrionario e sua extrapolagdo a toxicidade humana (STERN, 2005).
Porém, apesar destas vantagens, ocorreram certas dificuldades com o manuseio
dos coragdes dos embrides de 7 dias, como sua dissecagédo e emblocagem devido a
seu tamanho reduzido. Assim, € aconselhado a utilizacdo de embrides em fases
mais adiantadas do desenvolvimento para uma melhor avaliacdo dos efeitos do
PFOA no coracéo.

A distribuicdo dos cardiomidcitos nos cortes histologicos do ventriculo
direito e esquerdo dos embrides dos 4 grupos estudados, corados pela hematoxilina-
eosina, pode ser visto na figura 15. Nao foram observadas alteragdes morfoldgicas
do coragao entre os grupos controle e tratados.
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FIGURA 14 — FOTOMICROGRAFIAS DOS VENTRICULOS DIREITO E ESQUERDO DOS GRUPOS
EXPERIMENTAIS.

A e B — Grupo controle: ventriculo direito e esquerdo, respectivamente; C e D — Grupo contaminado |
(5 ng/mL): ventriculo direito e esquerdo, respectivamente; E e F — Grupo contaminado Il (50 ng/mL):
ventriculo direito e esquerdo, respectivamente; G e H — Grupo contaminado Il (250 ng/mL):
ventriculo direito e esquerdo, respectivamente. H&E, Barra: 100um.

FONTE: A autora (2016).

As tabelas 1 e 2 mostram o resultado das medidas da espessura da parede
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dos ventriculos direito e esquerdo, respectivamente, de cada grupo e a figura 16 os
graficos correspondentes. Nelas se observam que a média da espessura da parede
dos ventriculos dos animais controle se encontra maior em relacdo ao coragdo dos
contaminados, independente da concentragdo do contaminante. Porém, ndo houve

diferenca significativa entre os grupos.

TABELA 1- ESPESSURA DA PAREDE DO VENTRICULO DIREITO (MEDIA + ERRO PADRAO DA

MEDIA) (um), O N UTILIZADO E O VALOR DO P ESTATISTICO.

ESPESSURA DA PAREDE DO VENTRICULO DIREITO

Elemento Controle PFOA 5 PFOA 50 PFOA 250 N P
histologico ng/mL ng/mL ng/mL
Musculo cardiaco 106,4 101,7 103,7 98,32 5 0,9194
— Ventriculo + + + +
direito 17,21 12,42 6,074 8,161

FONTE: A autora (2016).

TABELA 2 — ESPESSURA DA PAREDE DO VENTRICULO ESQUERDO (MEDIA + ERRO PADRAO

DA MEDIA) (um), O N UTILIZADO E O VALOR DO P ESTATISTICO.

ESPESSURA DA PAREDE DO VENTRICULO ESQUERDO

Elemento Controle PFOA 5 PFOA 50 PFOA 250 N P
histolégico ng/mL ng/mL ng/mL
Musculo cardiaco 121,1 98,04 104,8 113,5 5 0,4989
— Ventriculo + + + +
esquerdo 12,12 12,21 5,647 7,861

FONTE: A autora (2016).

FIGURA 15 - GRAFICOS DA ESPESSURA DA PAREDE DOS VENTRICULOS DIREITO E

ESQUERDO DO CORAGAO DE EMBRIOES DE GALINHA COM 7 DIAS
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Média e erro padrdo dos 5 animais de cada grupo.
FONTE: A autora (2016).
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As tabelas 3 e 4 mostram o resultado da analise da densidade de volume
dos cardiomidcitos do ventriculo direito e esquerdo, demonstrando que ndo houve

uma variagao significativa da média entre os grupos experimentais.

TABELA 3- DENSIDADE DE VOLUME (%) DOS CARDIOMIOCITOS DO VENTRICULO DIREITO

(MEDIA + ERRO PADRAO DA MEDIA), O N UTILIZADO E O VALOR DO P

ESTATISTICO.
Elemento Controle PFOA 5 PFOA 50 PFOA 250 N P
histologico ng/mL ng/mL ng/mL
Musculo cardiaco 50,73 50,03 46,68 48,91 5 0,8540
— Ventriculo + + + +
direito 2,133 1,256 1,242 0,175

FONTE: A autora (2016).

TABELA 4 - DENSIDADE DE VOLUME (%) DOS CARDIOMIOCITOS DO VENTRICULO
ESQUERDO (MEDIA + ERRO PADRAO DA MEDIA), O N UTILIZADO E O VALOR DO P

ESTATISTICO
Elemento Controle PFOA 5 PFOA 50 PFOA 250 N P
histolégico ng/mL ng/mL ng/mL
Musculo cardiaco — 49,29 49,98 53,33 51,10 5 0,0996
Ventriculo + + + +
esquerdo 2,136 1,256 1,242 0,175

FONTE: A autora (2016).

Ja as tabelas 5 e 6 mostram o resultado da analise da densidade numérica
dos cardiomiocitos. Estes mesmos resultados sao evidenciados sob a forma de

graficos na figura 17.

TABELA 5 - DENSIDADE NUMERICA (1/mm®) D ARDIOMIOCITOS DO VENTRICUL
S CA (1/mm®) DOS C OMIOCITOS DO CULO

DIREITO (MEDIA + ERRO PADRAO DA MEDIA), O N UTILIZADO E O VALOR DO P

ESTATISTICO
Elemento Controle PFOA 5 PFOA 50 PFOA 250 N P
histologico ng/mL ng/mL ng/mL
Musculo cardiaco 58050 60829 61192 61192 5 0,1242
— Ventriculo + + + +
direito 5653 1920 2482 1945

FONTE: A autora (2016).
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TABELA 6 - DENSIDADE NUMERICA (1/mm®) DOS CARDIOMIOCITOS DO VENTRICULO
ESQUERDO (MEDIA + ERRO PADRAO DA MEDIA), O N UTILIZADO E O VALOR DO P

ESTATISTICO
Elemento Controle PFOA 5 PFOA 50 PFOA 250 N P
histolégico ng/mL ng/mL ng/mL
Musculo cardiaco — 56661 60829 69925 65294 5 0,1242
Ventriculo + + + +
esquerdo 6370 2403 2860 2848

FONTE: A autora (2016).

FIGURA 16— GRAFICOS DA DENSIDADE VOLUMETRICA (VV) E DENSIDADE NUMERICA (NV)
DE CARDIOMIOCITOS NO CORAGAO DE EMBRIOES DE GALINHA COM 7 DIAS DE

INCUBACAO
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FONTE: A autora (2016).

Em um dos poucos trabalhos encontrados relacionando o PFOA com
alteracdes no coracao de ave foi observada uma diminuicdo da espessura da parede
ventricular direita e uma hipertrofia na parede ventricular esquerda (Jiang et al.,
2012). Ha, porém, uma dificuldade em comparar tais resultados com os encontrados
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neste trabalho devido a diferengas no estagio de desenvolvimento do embrido (19
dias X 7 dias), da dose utilizada (0,5 a 2 mg/kg X 1,64.10" a 8,13.10"" g/g) e da
metodologia aplicada (analise morfométrica por meio do Adobe Photoshop e

ultrassom X analise morfométrica por meio do ImagedJ e analise estereoldgica).

Assim, a dose injetada de PFOA (considerada baixa em relagdo a alguns
trabalhos), o curto tempo de incubacgao - 7 dias - (que pode ter ocultado possiveis
efeitos do PFOA sobre o coragdo), e o pequeno numero de individuos (para a
analise estatistica) podem ter contribuido com o fato de ndo terem sido encontradas
diferencgas significativas sobre a medida da espessura da parede dos ventriculos e
nem sobre as densidades volumétrica e numérica dos cardiomiocitos do grupo
controle e dos contaminados pelo PFOA. Apesar disso, ndo se pode excluir o
possivel efeito toxico do PFOA, ressaltando a necessidade de maiores investigagoes

para entender suas consequéncias sobre o coragao e o organismo como um todo.

6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos sobre os efeitos da acdo do acido perfluorooctandico
(PFOA) em coracdo de embrides de Gallus gallus, com 7 dias de incubacéo,

permitiram concluir que:

o Até essa fase de desenvolvimento, o PFOA nao interferiu na espessura da
parede dos ventriculos, bem como na densidade volumétrica e numérica dos
cardiomiocitos.

o Ha a necessidade de pesquisas adicionais para investigar os efeitos do
contaminante PFOA no sistema cardiovascular dos organismos em fases

mais avangadas do desenvolvimento.
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