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RESUMO

Como uma diversidade de xenobidticos tem sido descritos como causadores
de diversos tipos de malformagdes durante o desenvolvimento embrionario,
incluindo o sistema nervoso central, este tema passou a ser de grande relevancia a
saude publica. Os estadios iniciais de desenvolvimento dos embrides de ave sao
muito similares aos dos mamiferos tornando-os, assim, um modelo promissor para o
estudo da toxicologia e permitindo extrapolar, com algumas ressalvas, para os
efeitos de exposicdo aos humanos. Com as dificuldades impostas ao trabalho com
embrides de mamiferos, incluindo humanos, o uso do embrido de galinha (Gallus
gallus) surge como uma opg¢ao na avaliagdo do efeito da exposigcao a poluentes,
inclusive na avaliagcdo de misturas complexas. Assim, neste estudo buscamos
avaliar o uso de embrides de ave empregando a exposicdo a um metal e um
metaldide reconhecidamente toxicos: chumbo (Pb) e arsénio (As) 1,5; 15 e 150
ng/ovo, incluindo a mistura binaria destes com as menores concentragdes. Os
embrides de ave foram expostos de forma isolada ou combinada, e os aspectos
morfologicos e bioquimicos (atividade da catalase e GST e os niveis de GSH, LPO e
PCO), bem como a expressao de proteinas chaves no mecanismo de adeséo celular
(caderina e catenina) foram empregados na avaliagao dos efeitos dos poluentes nos
embrides apos 3 e 7 dias de desenvolvimento. Os resultados mostraram que esses
contaminantes causam um aumento na mortalidade embrionaria e no aparecimento
de diversas malformagdes anatdmicas, incluindo malforma¢des na regido caudal, no
olho e vesicula optica e principalmente no sistema nervoso. Tanto as exposi¢des
isoladas quanto a mistura desencadearam uma desregulagao do sistema redox nas
células embrionarias. Essas alteragdes causadas no sistema redox pode ser um dos
fatores envolvidos com o aumento de malformacdes e com a taxa de mortalidade
observada nos grupos contaminados com esses xenobiéticos. Foi observado ainda
que os dois poluentes apresentaram a capacidade de interferir com a expressao das
caderinas e cateninas, alterando vias de sinalizacdo e adesao celular. Podemos
sugerir entdo, que a desregulagcdo na expressao dessas moléculas também & um
fator envolvido com as malformagdes observadas. O modelo de embrido de ave foi
considerado adequado para avaliar a toxicidade durante o desenvolvimento, pois
apresentou alteracbes em diferentes niveis de organizagdo biologica, as quais
mostraram-se danosas para o embrido, podendo comprometer o desenvolvimento
intrauterino e pds-natal do individuo.

Palavras-chave: Embriotoxicologia, chumbo, arsénio, mistura, risco de exposigao.



ABSTRACT

Once a diversity of xenobiotics have been described as causing various types
of malformations during embryonic development, including the central nervous
system, this topic has become of great relevance to public health. The early stages of
development of bird embryos are very similar to those of mammals thus making
them a promising model for the study of toxicology and allowing extrapolating, with
some caveats, for the effects of exposure to humans. With the difficulties imposed
on working with mammalian embryos, including humans, the use of the chicken
embryo (Gallus gallus) appears as an option in the evaluation of the effect of
exposure to pollutants, including the evaluation of complex mixtures. Thus, in this
study we sought to evaluate the use of bird embryos using exposure to a metal and
a metalloid known as toxic: lead (Pb) and arsenic (As) 1,5, 15 and 150 ng / egg,
including the binary mixture of these with the lowest concentrations. The avian
embryos were exposed in an isolated and combined manner, and the morphological
and biochemical aspects (catalase and GST activity and levels of GSH, LPO and PCO)
as well as the expression of key proteins in the cadherin and catenin cell adhesion
mechanism, were used to evaluate the effects of pollutants on embryos after 3 and 7
days of development. The results showed that these contaminants cause an increase
in the embryonic mortality and in the appearance of several anatomical
malformations, including malformations in the caudal region, in the eye and optic
vesicle and mainly in the nervous system. Both isolated and mixed exposures
triggered a deregulation of the redox system in embryonic cells. These changes
caused in the redox system may be one of the factors involved in the increase in
malformations and in the mortality rate observed in the groups contaminated with
these xenobiotics. It was also observed that the two pollutants showed the ability to
interfere with the expression of cadherins and catenins, altering signaling pathways
and cell adhesion. We can then suggest that deregulation in the expression of these
molecules is also a factor involved with the observed malformations. The bird embryo
model was considered adequate to evaluate developmental toxicity, as it presented
alterations in different levels of biological organization, which were harmful to the
embryo, and could compromise the intrauterine and postnatal development of the
individual.

Keywords: Embryotoxicology, lead, arsenic, mixture, risk of exposure.
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1. INTRODUGAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os estudos com toxicologia humana sdo complexos e por questdes de ordem
ética ndo existem trabalhos induzindo toxicologia em embrides humanos. Neste
caso, sao encontrados apenas levantamentos de dados e analises realizadas com
individuos adultos, incluindo gestantes, que foram comprovadamente expostas a
niveis mais elevados de determinados poluentes ambientais (TAN et al., 2009; WICK
et al., 2010; SAKAMOTO et al., 2012; RAHMAN et al., 2016). Devido a persisténcia
biolégica de varios agentes tdxicos e sua tendéncia a bioacumulagdo na cadeia
alimentar, a populagdo humana esta potencialmente exposta através da agua, do ar
e principalmente pelo alimento. A utilizagdo de modelos animais permite a avaliagao
da cinética e dos efeitos de diversos poluentes. Dentro da embriotoxicologia
humana, os estudos de transporte placentario de agentes toxicos encontram
obstaculos como a variabilidade da estrutura da placenta entre os mamiferos, ou
mesmo pela duragédo diferenciada da gestacdo nos estudos de desenvolvimento
(CORREIA CARREIRA et al., 2011).

Nesse contexto, a embriotoxicologia busca modelos que permitam analisar os
aspectos gerais do desenvolvimento, possibilitando o estudo dos efeitos de
diferentes agentes estressores ambientais e agentes nutricionais no
desenvolvimento do embrido. Para isso é preciso que o modelo, neste caso, se
aproxime o maximo possivel da condicao de desenvolvimento do embrido humano,
de tal forma que os resultados sejam aplicaveis para popula¢gdes humanas.

O feto em desenvolvimento representa um dos grupos mais vulneraveis
dentro do ciclo de vida humano (BOEKELHEIDE et al., 2012). E sabido que uma
diversidade de moléculas ou elementos quimicos vence a barreira placentaria devido
a sua permeabilidade relativa, expondo os embrides/fetos a diferentes agentes
potencialmente toxicos consumidos pela mae, de forma consciente (drogas, alcool)
ou inconscientemente (poluentes ambientais) (CORREIA CARREIRA et al., 2011).
O embrido de Gallus gallus, neste contexto, torna-se um modelo bastante
interessante para os estudos de embriotoxicologia nos primeiros estagios do
desenvolvimento, pois dentre outras vantagens, permite um controle dos estagios de

desenvolvimento e da dose ou concentragao avaliada.



1.1 Similaridades entre embrides de ave e outros vertebrados

O desenvolvimento dos embrides de ave é muito similar ao de mamiferos na
sua complexidade morfolégica e no curso geral do seu desenvolvimento inicial . Por
isso e por serem mais faceis de obter e observar, este modelo € um complemento
valioso para os estudos da embriologia em mamiferos (WOLPERT et al., 2008).

Abaixo segue wuma descricdo sucinta dos primeiros estagios de
desenvolvimento que sao similares para todos os vertebrados, incluindo os
mamiferos.

Durante a gastrulacao é formada a notocorda e, em seguida, o tubo neural e
os somitos. A notocorda induz a ectoderme adjacente a se dobrar e formar o tubo
neural. Enquanto o tubo neural esta se fechando, a formagéo dos somitos acontece
lateralmente (WOLPERT et al., 2008). A crista neural € formada por uma populagao
de células que surgem na parte dorsal do tubo neural durante a neurulagdo e que
nao podem ser distinguidas morfologicamente do resto das células que compdem o
tubo neural (ERICKSON; PERRIS, 1993).

ApoGs a gastrulacdo, todos os embrides de vertebrados passam por um
estagio filotipico, no qual se assemelham morfologicamente, mostrando
caracteristicas de cordados: notocorda, tubo neural dorsal, somitos e arcos
branquiais (HAMBURGER; HAMILTON, 1951; WOLPERT et al., 2008).

Aproximadamente trés dias apds a postura do ovo, 40 pares de somitos foram
formados, a cabeca esta bem desenvolvida, o coragao formado e os membros estédo
comegando a se desenvolver. O embrido obtém a sua nutrigdo pelas membranas
extraembrionarias, que também fornecem protecdo (HAMBURGER; HAMILTON,
1951; WOLPERT et al., 2008).

O acompanhamento, portanto, de alteracbes neste periodo de formacéo do
embrido de ave nos remete a uma grande similaridade com outros vertebrados. Este
fato nos permite um nivel razoavel de extrapolacdo quanto as consequéncias da
exposigao aos poluentes observados em embrides de aves, para o embrido humano.

O embrido de galinha é considerado um dos modelos experimentais
disponiveis mais versateis para o estudo da biologia do desenvolvimento. Este
modelo contribuiu para os principais conceitos de imunologia (por nao ser

imunocomprometido), genética, virologia, cancer e biologia celular, e tornou-se ainda
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mais importante devido a novas tecnologias, como a eletroporagdo in vivo, novos
métodos para transgénese e o estudo das células tronco (STERN, 2005; DE GROEF
et al., 2008; KHARAZI| et al.,, 2013). Além disso, possibilta o estudo do
desenvolvimento avancado do sistema nervoso central com mais facilidade do que
em modelos mamiferos (GOODFELLOW et al., 2016; ZHENG et al., 2014). Em
relacdo ao estudo do desenvolvimento do sistema enddcrino € um modelo
interessante pois como os embrides de ave sO apresentam ligagdo com o sistema
endoécrino da mae através de depdsitos hormonais da gema do ovo, estes séo
relativamente independentes de alteragdes fisiologicas maternas (DE GROEF et al.,
2008). Este modelo forneceu ainda mapas de destino e elucidou interagdes célula-
célula que especificam o desenvolvimento padrao dos membros. Os principios que
fundamentam o desenvolvimento dos membros em aves sao aplicaveis a outros
vertebrados e, ao longo dos anos, um numero cada vez maior de genes importantes
tem sido descoberto utilizando-se este modelo (TICKLE, 2004).

A simplicidade da manipulagcédo direta dos sistemas embrionarios, sem
provocar ou sofrer interferéncias maternas, torna o embrido de ave um modelo util
para a embriotoxicologia, visto que sem interferéncias humorais as alteragdes
poderao ser atribuidas mais especificamente ao xenobidtico em exposi¢cdo. Durante
o desenvolvimento, todos os amniotas (mamiferos, répteis e aves) formam
membranas extraembrionarias, que regulam as trocas de agua, gases, nutrientes e
residuos metabolicos. Em  amniotas viviparos, algumas membranas
extraembrionarias e os tecidos uterinos se juntam para formar a placenta, um 6rgao
enddcrino que sintetiza, transporta e metaboliza hormbnios essenciais para o
desenvolvimento, além de promover as trocas supracitadas (ALBERGOTTI et al.,
2009). Historicamente as propriedades enddécrinas da placenta tém sido
consideradas como uma inovagdo dos amniotas placentarios. Trabalhos
demonstraram que a membrana corioalantéica de oviparos também apresenta uma
atividade enddcrina, representando uma mudanca de paradigma na evolugcdo da
biologia reprodutiva e mostrando que estas membranas podem compartilhar mais
uma caracteristica unificadora entre os amniotas em geral (ALBERGOTTI et al.,
2009; CRUZE et al., 2012).
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1.2 Metais toxicos

Substancias toxicas presentes no ambiente, como os metais, podem ser
prejudiciais para o desenvolvimento do feto e para a saude infantil, em parte devido
a imaturidade fisiolégica encontrada nestas fases de vida do individuo.
Comparacoes realizadas entre a quantidade de metais no sangue materno e no
sangue do cordao umbilical demonstraram que diversos metais sao capazes de
atravessar a barreira placentaria, sendo que o chumbo, cobalto, arsénio e selénio
utilizam mecanismos de difusdo (OSMAN et al., 2000; DURSKA et al., 2002; RUDGE
et al., 2009; AL-SALEH et al., 2011; ESTEBAN-VASALLO et al., 2012 ). Defeitos de
fechamento do tubo neural, como anencefalia e espinha bifida, também podem estar
associados com altas concentragdes de metais, como o mercurio, chumbo, cadmio e
arsénio na placenta humana (JIN et al., 2013).

O chumbo é um importante poluente ambiental que esta presente na natureza
devido a fontes naturais e antropogénicas. A exposicdo ao chumbo ocorre
principalmente pela ingestdo de alimentos e bebidas contaminadas ou por inalagéao
através da poeira. Sua deposigao é evidente em diversos 6rgéos e tecidos, como
rim, figado, cérebro e ossos (BRESSLER; GOLDSTEIN, 1991; FINKELSTEIN et al.,
1998; KEHOE, 1976). Resultados indicam que, quando ha exposi¢gdo da méae a
contaminantes, a acumulagcdo de chumbo e cadmio nos tecidos comega ja na vida
fetal (DURSKA, 2001). A alta suscetibilidade a fatores externos e o rapido
desenvolvimento do sistema nervoso fetal e infantil sugerem que disfungdes
cognitivas podem surgir a partir da exposicao pré-natal a niveis de chumbo
relativamente pequenos (BANKS et al., 1997; NEEDLEMAN; GATSONIS, 1990;
ROSEN, 1992). Experimentos com aves mostraram que a exposicado ao chumbo
durante o desenvolvimento embrionario leva ao comprometimento das funcgdes
cognitivas e dos processos de memoria (ZHONG et al.,, 2010). Mdller e
colaboradores (2008) demonstraram, através da administracdo de uma dose de
chumbo (0,28 pg/ pL) dentro do saco vitelinico de aves, que este metal se deposita,
durante o desenvolvimento embrionario, nos tecidos do sistema nervoso central,
principalmente mesencéfalo e cerebelo, causando déficits do desenvolvimento motor
pods-natal. O chumbo apresenta uma captagao ativa maior que a captagao do cadmio

pelo embrido de ave, apresentando uma influéncia teratogénica e afetando
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significativamente a homeostase e a distribuicdo do cobre, do ferro e do zinco
durante o desenvolvimento embrionario (MAS; AROLA, 1985).

Estudos com humanos mostram que baixos niveis de exposicdo ao chumbo
interferem com a gestagao e com o parto. Um aumento da quantidade de chumbo no
sangue materno durante o segundo trimestre da gestagao foi associado com baixo
peso ao nascer e parto prematuro. Esse aumento da quantidade de chumbo fornece
evidéncias da continuidade biolégica do chumbo no sangue, mesmo com uma
exposicao abaixo de 1ug/dL (RABITO et al., 2014; SUN et al.,, 2014). Rahman e
colaboradores (2016) mostraram que a exposi¢cao a metais pesados como chumbo,
arsénio, cadmio e mercurio podem causar efeitos adversos relacionados com o
sistema endocrino da mae e do bebé. Esses autores descreveram evidéncias
suficientes para relacionar a exposicdo ao chumbo e ao arsénio com o baixo peso
do recém-nascido, partos prematuros, abortos espontaneos e morte fetal.

Um estudo realizado com recém-nascidos que foram expostos a baixas
concentragdes de chumbo durante o periodo fetal, demonstrou que essa exposi¢cao
tem efeito sobre o neurodesenvolvimento, induzindo déficits cognitivos em lactentes.
Os niveis de chumbo no sangue materno durante o primeiro trimestre de gestagao
foram preditivos para problemas futuros no neurodesenvolvimento. Nos dias atuais,
a prevencao primaria de exposicdo ao chumbo estda quase que totalmente
direcionada para criangas e ndo para os fetos. Estratégias eficazes de prevengao da
exposicao fetal ao chumbo podem se tornar uma prioridade na saude publica, uma
vez que intervengdes pré-gestacionais sao essenciais, e o rastreamento e a
intervengdao apods o primeiro trimestre podem ser tardios para evitar os efeitos
neuroldgicos no feto (LIU et al., 2014).

Skerfving e colaboradores (2015) também demonstraram os efeitos da
exposi¢cao ao chumbo sobre o sistema neurolégico. Trabalhando com criangas entre
7 e 12 anos verificaram que a exposi¢ao a baixas concentragées de chumbo tiveram
efeitos em fases mais tardias de suas vidas. Foram analisados o desempenho na
escola aos 16 anos e a capacidade cognitiva (Ql) aos 18-19 anos. Este estudo
concluiu que o chumbo provoca efeitos neuroldégicos mesmo em exposi¢coes baixas
durante a infancia e que estes efeitos permanecem durante muitos anos até a fase

adulta.
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O arsénio é um dos elementos téxicos ambientais mais importantes. A agua
potavel é a principal fonte de arsénio em popula¢gées humanas, e nela predominam
as formas inorganicas, sendo as principais o arseniato (iAs V) e o arsenito (iAs Ill)
(AsO4* e AsO2") (SATTAR et al.,, 2016). Esses metaldides sdo facilmente
absorvidos pelo trato gastrointestinal e distribuidos aos outros 6rgaos apds a
primeira passagem através do figado. Estudos com ratas gravidas que foram
expostas ao As (V) e ao As (lll) através da agua durante todo o periodo gestacional
mostraram que os cérebros e figados das maes e dos filhotes constituem tecidos
alvo importantes. A presenga de espécies de arsénio no figado e cérebro dos
filhotes recém-nascidos demonstrou que o arsénio inorganico é transferido da mae
para o filhote através da placenta e que atravessa facilmente a barreira hemato-
encefalica que ainda ndo esta completamente formada (JIN et al., 2006; Xl et al.,
2010).

Outros trabalhos também demonstraram que o arsénio passa facilmente da
mae para o filho, comparando a quantidade de arsénio no sangue materno e no
sangue do corddo umbilical (GUAN et al., 2012; JIN et al., 2006). Os niveis de
arsénio no sangue da mae e do corddao umbilical foram semelhantes, variando
apenas com a concentracdo do metaldide ambiental, isto €, os niveis placentarios
foram trés vezes maiores em mulheres que vivem em uma area de fundicdo quando
comparados a uma area controle e seis vezes maiores em uma area rural onde
foram utilizados pesticidas com arsénio em comparacdo a areas urbanas
(RASHEED et al., 2017). A passagem do arsénio da méae para o feto também foi
demonstrada em trabalhos com modelos animais (ratos, camundongos, hamsters,
coelhos e macacos) sugerindo que a placenta concentra seletivamente o arsénio e
que este pode causar diversas malformacdes, como defeitos do tubo neural,
anoftalmia, agenesia renal e gonadal, costelas fundidas e malformacdes vertebrais,
além de mortalidade intrauterina, retardo de crescimento e mortalidade materna
(GOLUB et al., 1998; JIN et al., 2013; PARAJULI et al., 2013).

Estudo realizado em Dalian, na China (2012), avaliou a exposi¢ao pré-natal
ao arsénio e seus efeitos sobre o tamanho dos bebés ao nascimento. Para essa
avaliacdo as concentragdes de arsénio no sangue do corddo umbilical e do sangue
materno foram medidas e foi observada uma correlacdo positiva entre as
concentragdes de arsénio no sangue materno e do corddo umbilical. A concentragao

de arsénio no sangue materno e fetal foi inversamente associada ao peso ao nascer,
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a altura, a circunferéncia toracica e a circunferéncia da cabecga, demonstrando que a
exposicao ao arsénio, em niveis ambientais, intrautero pode apresentar efeitos
adversos no desenvolvimento fetal (GUAN et al., 2012).

O arsénio inorganico trivalente (As Ill) vem sendo utilizado para tratar tumores
hematolégicos e sendo investigado para o tratamento de tumores soélidos (YU et al.,
2007; ZHANG et al.,, 2015; ZHENG et al., 2016). No entanto, em baixas
concentracdes o As lll estimula a proliferacdo de células vasculares em cultura.
Utilizando-se ovos fertilizados como modelo, demonstrou-se que o As |l em baixas
concentragbes causa angiogénese na membrana corioalantéica, mostrando um
aumento dose-dependente na densidade dos vasos sanguineos. No entanto, em
doses mais elevadas, o As lll causou uma inibicao significativa na angiogénese
(SOUCY et al., 2003).

Ja se sabe que a exposicao precoce e do adulto ao arsénio esta associada a
uma multiplicidade de problemas de saude que se manifestam ao longo da vida. A
teoria das origens e desenvolvimento da doenga propde que as suscetibilidades as
doengas crbnicas sdo, em parte, determinadas por mudangas fisioldgicas iniciadas
no utero em resposta a um ambiente pré-natal alterado. A teoria postula que um
ambiente intrauterino adverso programa o desenvolvimento do feto para se
acomodar a este ambiente tdxico, alterando a expressao dos genes (GLUCKMAN et
al., 2007). Alteragbes em algumas vias de sinalizagdo, como o sistema de
sinalizagao dos receptores de glicocorticoides (GR), durante o periodo pré-natal tem
sido associado a déficits cognitivos, cardiovasculares, metabdlicos e doenca
metastatica (HARRIS; SECKL, 2011). A exposi¢ao ao arsénio pré-natal modifica a
via de sinalizacdo de GR de tal forma que o sistema apresenta um nivel mais baixo
de atividade de GR e ha um déficit nas proteinas necessarias para estabelecer um
sistema de feedback negativo normal no cérebro. Essas alteragdes sdo mantidas no
adolescente e podem servir como mediadores importantes de déficits
comportamentais (CALDWELL et al., 2015).
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1.3 Biomarcadores

O uso de biomarcadores permite avaliar a saude dos organismos e,
indiretamente, permite inferir o grau de contaminagdo em que determinado ambiente
se encontra. Os biomarcadores podem pertencer a diferentes niveis de organizacao
biolégica, indicando o efeito de compostos em organismos (AMARAL et al., 2006).
Trabalhos utilizando analises histopatolégicas de embrides de galinha expostos ao
cadmio estao disponiveis na literatura (THOMPSON et al., 2005, 2008; THOMPSON;
BANNIGAN, 2007; CULLINANE et al.,, 2009;), mas outros biomarcadores que
representam niveis mais baixos de organizagédo biolégica como os moleculares e
bioquimicos sdo mais escassos com o uso de embrides (YAMAMOTO et al., 2012).
Estes sdo parametros importantes pois podem, em algum momento, explicar o
principio das alteragées morfoldgicas.

No organismo, as espécies reativas de oxigénio (EROs) encontram-se
envolvidas na imunidade inata, regulacdo do crescimento celular, sinalizagéo
intercelular e sintese de substancias biologicamente ativas (BARREIROS et al.,
2006). No entanto, o excesso de EROs resulta em efeitos prejudiciais, tais como os
danos a biomoléculas como lipideos, proteinas, carboidratos e DNA (HUSAIN et al.,
1987). Dentre as EROs, o radical HO- (hidroxila) € o mais reativo e portanto deletério
ao organismo (BARREIROS et al., 2006). O perdxido de hidrogénio isoladamente é
praticamente in6cuo, porém pode se difundir facilmente através das membranas
celulares como a membrana do nucleo.

O metabolismo envolve dois tipos de reagcdes bioquimicas, conhecidas como
reacoes de fase | e reacdes de fase Il, que sao fontes naturais de producido de
espécies reativas. As reacdes de fase | sdo catabdlicas (oxidagdo, redugao,
hidrolise) e seus produtos frequentemente sao quimicamente mais reativos e,
portanto, algumas vezes mais toxicos que a substancia original. As reac¢des de fase
Il sdo anabdlicas e envolvem conjugagao, que habitualmente resultam em produtos
inativos, embora haja exce¢des (RANG et al., 2004).

Danos oxidativos sdo gerados quando as espécies reativas atacam
biomoléculas cujos subprodutos podem ser analisados e utilizados como
biomarcadores de estresse oxidativo. Dentre eles estdo a peroxidacdo de lipideos,

danos a proteinas como a sua carbonilagdo e quebras no material genético das
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células. Essas situagbes podem estar envolvidas com diversas condi¢coes
patofisioldgicas como as doengas cardiovasculares, neuroldgicas, cancer, diabetes,
envelhecimento, entre outras (DHALLA et al., 2000; SAYRE et al., 2001; JENNER,
2003; DALLE-DONNE et al., 2006; VALKO et al., 2007).

A peroxidagao lipidica € uma reagdo em que espécies oxidantes degradam
fosfolipidios de membrana, diminuindo a fluidez e alterando a sua permeabilidade.
Como consequéncia dessa reagao ha a formacao de aldeidos e hidroperoxidos que
também s&o reativos com diversos tipos de moléculas biolégicas. A alteragdo da
permeabilidade da membrana pode alterar gravemente o funcionamento celular,
alterando o fluxo de ions, a atividade de receptores, proteinas sinalizadoras e
enzimas, além de causar danos ao ponto de promover o rompimento da membrana
celular e, consequentemente, a morte da célula (LIMA, 2004).

Os danos oxidativos a proteinas envolvem diversos mecanismos, como
oxidacao de residuos de aminoacidos e grupos tiol (-SH), carbonilacédo e alteragées
na estrutura tridimensional das proteinas, fragmentagao, agregagao e formacao de
ligagcbes cruzadas. Esses disturbios na estrutura da proteina podem alterar sitios
ativos de enzimas e residuos essenciais a atividade da proteina, alterando sua
funcado ou tornando-as inativas (LIMA, 2004; SAILAJA RAO et al., 2011).

Para proteger o organismo contra os danos oxidativos causados pelos
radicais oxidantes, as células possuem sistemas de defesa antioxidantes. Essas
defesas podem ser divididas em quatro grupos: 1- as primarias, de natureza
enzimatica ou ndo enzimatica, que atuam diretamente sobre as espécies reativas
neutralizando-as (GSH, CAT, SOD); 2- as auxiliares, que atuam em conjunto com as
primarias, recuperando ou sintetizando substratos das enzimas; 3- proteinas que
complexam metais e compostos de baixo peso molecular, prevenindo a participagao
de metais na geracdo de espécies reativas (Metalotioneina); e 4- enzimas que
reparam biomoléculas danificadas (LIMA, 2004).

Alguns estudos sugerem que os radicais possuem um papel importante
durante o desenvolvimento embrionario, alterando o estado redox das células e
induzindo o desenvolvimento por alterar a expresséo génica (SOHAL; ALLEN, 1985;
SOHAL et al., 1986). Segundo Allen e Ballin (1989) o que influencia o
desenvolvimento dos tecidos € o gradiente metabdlico, sendo que tecidos mais
proximos da fonte de oxigénio e nutrientes possuem uma maior taxa metabdlica e

interferem com o desenvolvimento de regides mais distantes. Ha evidéncias de que
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as espeécies reativas participam de vias de sinalizacdo de importantes processos
durante o desenvolvimento, como proliferagao, diferenciacdo, apoptose e migragéao.
Muitas dessas vias, controladas por fatores de crescimento, regulam a produgéo de
EROS, que sdo usadas como moléculas de transdugdo de sinal regulando a
atividade de quinases e fosfatases (COVARRUBIAS et al., 2008).

Assim como ha variagcdo na concentragdo de oxigénio e na formacao de
espécies reativas, também sao observadas variacbes nas defesas antioxidantes ao
longo do desenvolvimento. O balango redox, promovido pelas defesas antioxidantes,
€ particularmente importante durante os periodos criticos do desenvolvimento, em
que varios fatores podem interferir na viabilidade embrionaria e levar a morte do
embrido (COVARRUBIAS et al., 2008). Os tecidos do embridao de galinha contém
uma elevada proporgédo de acidos graxos poli-insaturados nos lipideos e, portanto,
sao dependentes de mecanismos de defesa antioxidante. O sistema antioxidante no
embrido em desenvolvimento inclui enzimas antioxidantes, antioxidantes soluveis
em agua e soluveis em gordura e o selénio (Se). Os elevados niveis de
antioxidantes endégenos no ovo e nos tecidos embrionarios podem servir como um
mecanismo essencial para a protecdo dos tecidos durante o estresse oxidativo
(SURAI et al., 2016).

1.4 Moléculas-chave

Antes de mostrarem sinais visiveis de diferenciagado, as distintas regides da
medula espinhal podem ser identificadas por marcadores moleculares. No sistema
nervoso central dos vertebrados, os diversos tipos celulares sao gerados em
resposta aos sinais indutores provenientes de grupos de células especializadas que
funcionam como centros de organizagdo. A placa dorsal € um centro de sinalizagao
importante que produz proteinas da familia das BMP e Wnt que controlam a
proliferacdo, especificagdo, migracdo e orientacdo de axdnios e interneurbnios
dorsais. Estes sinais vindos da placa dorsal também sao criticos para a
padronizacao de estruturas dorsais em regides mais rostrais do SNC, incluindo o
diencéfalo, mesencéfalo e telencéfalo (CHIZHIKOV; MILLEN, 2005).

O olho é uma estrutura complexa e altamente especializada, constituido por

tecidos derivados de diferentes linhagens celulares primordiais. E formado a partir
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da subdivisdo do diencéfalo rostral no inicio do desenvolvimento. O primérdio do
olho emerge inicialmente como estruturas em forma de pogo na placa neural
anterior, antes da formacdo da vesicula O6ptica. Posteriormente, indentagcbes
bilaterais se formam para progressivamente constituirem as duas vesiculas 6pticas
(LI et al., 1997; WILSON; HOUART, 2004). Estas vesiculas se diferenciam na retina
neural e no epitélio pigmentado da retina. O epitélio da cornea é descendente da
ectoderme superficial e a iris tem origem da crista neural. O destino do epitélio
pigmentado da retina é regulado, espacial e temporalmente, pela sinalizagdo das
Wnt/B-catenina ( NAKAGAWA et al., 2003; FUJIMURA et al., 2009; HAYASHI et al.,
2016; SAKAKURA et al., 2016).

O complexo processo de formacao do olho é controlado por fatores de
transcricdo e varias vias de sinalizagao intracelular e extracelular, incluindo a
sinalizagdo Wnt/B-catenina. Durante o desenvolvimento do olho, a atividade da
sinalizacdo Wnt/B-catenina € bem controlada e a sua regulagao defeituosa pode
resultar em multiplas malformagdes oculares devido a defeitos no processo de
determinacao e diferenciacdo do destino das células (FUJIMURA, 2016).

A sinalizagdo Wnt/B-catenina € iniciada pela ligacdo das Wnt a um receptor, o
qual leva ao acumulo de B-catenina no citoplasma e sua translocacao para o nucleo.
No nucleo, a B-catenina interage com uma familia de fatores de transcri¢ao e regula
0s genes alvo de Wnt. Na auséncia de Wnt, a B-catenina é fosforilada e degradada
(FUJIMURA, 2016). Existem também outras formas, tanto fisiolégicas como
farmacoldgicas, para ativar o componente intracelular da cascata de sinalizagéo
Wnt/B-catenina. Alguns agentes extracelulares (como agentes psicofarmacolégicos)
estabilizam a B-catenina e ativam a via independentemente das interacbes receptor-
ligante (MULLIGAN; CHEYETTE, 2012).

A via de sinalizagdo Wnt desempenha um papel importante na embriogénese
e no estabelecimento de nichos neurogénicos. Essa via esta envolvida com a
proliferacdo e diferenciagdo de progenitores neuronais fazendo com que estas
células se diferenciem em neuroblastos. Experimentos com ratos transgénicos
demonstram que a ativacao da via de sinalizacdo das Wnt resultou em um aumento
do numero de células com fendtipo neuronal, enquanto que a sua inibi¢gao levou a
reducdo da neurogénese e um aumento do numero de células de fendtipo glial
(KRISKA et al., 2016).
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Muitos estudos genéticos em camundongos apoiam fortemente um papel
importante da sinalizagdo Wnt/B-catenina no fechamento do tubo neural.
Camundongos com mutagdes em receptores da via Wnt/B-catenina apresentaram
tubo neural posterior torcido, falha de fechamento das dobras cefalicas e
fechamento incompleto do tubo neural (MULLIGAN; CHEYETTE, 2012).

Estudos utilizando animais mutantes com ablagdo de [(-catenina em células
da crista neural (CN), demonstraram que, embora varias estruturas derivadas da CN
se desenvolvam normalmente, os animais mutantes n&do possuem ganglios de raiz
dorsal e melandcitos. As células mutantes da CN migram, mas ndo conseguem
gerar uma onda precoce de neurogénese sensorial. Além disso, as células da crista
neural que migram pela lateral do tubo neural ndo se agregam para formar o ganglio
de raiz dorsal. O fato da B-catenina ser requisitada para especificagdo de
melandcitos e linhagens neuronais sensoriais reflete papéis da B-catenina tanto na
sinalizacdo Wnt quanto na mediagdo das interagdes célula-célula (HARI et al.,
2002).

Além de sua fungdo na via de sinalizagdo Wnt, a B-catenina também se liga
firmemente ao dominio citoplasmatico das caderinas e desempenha um papel
fundamental na organizacao estrutural e na funcéo das caderinas, ligando estas ao
citoesqueleto de actina e reforgcando as interagbes célula-célula. A integridade
estrutural e funcional do complexo caderina-catenina é regulada por fosforilagdo. A
desregulacéo da fosforilag&do resulta em perda de adeséo célula-célula e aumento do
nivel de B-catenina citoplasmatica. Sendo assim, uma diminuicdo na expressao de
caderina resulta em perda de adesédo e aumento da migragéo celular. O acumulo de
B-catenina, resultante da auséncia das caderinas, também pode funcionar como um
sinalizador independente no interior da célula, ou agir de maneira sinérgica com a
sinalizagdo Wnt. A caderina pode atuar como um regulador negativo da sinalizagao
de B-catenina a medida que se liga a B-catenina na superficie celular e a sequestra
do nucleo impedindo sua atuagdo como fator de transcricdo (NELSON; NUSSE,
2004).

Na regido cervical e niveis toracicos superiores, o tubo neural se forma com a
flexdo da placa neural e evolui para um tubo oco coberto por um epitélio plano.
Nessas areas a expressao de E-caderina é alta na epiderme e baixa no tubo neural,
enquanto a N-caderina é encontrada exclusivamente no tubo neural. As células da

crista neural, apesar de estarem totalmente integradas ao tubo neural logo apds seu
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fechamento, apresentam um padrao diferente de caderinas: mostram vestigios de E-
caderina e niveis elevados de caderina-6B, mas n&o N-caderina (DADY; DUBAND,
2017). Um estudo genético mostrou que, na auséncia de N-caderina, o inicio da
formacao do tubo neural ocorre normalmente e que por isso, os primeiros sinais de
malformacdes sao detectados relativamente tarde. Por outro lado, falhas na
expressao de E-caderina nas células epiteliais neurais ndo impede a especificagao
da placa neural nem a formacado do tubo neural, apesar de, nesse caso, serem
observados defeitos morfolégicos graves, como falhas no desenvolvimento dos
precursores da crista neural vagal e no comportamento migratério da crista neural
craniana levando a um retardo mental (VAN DE PUTTE et al., 2003).

As caderinas podem apresentar outros papéis durante o desenvolvimento
além da adesao célula-célula. Células que expressam N-caderina se diferenciam em
células neuroepiteliais e cartilagens. Esses resultados sugerem que pelo menos
algumas caderinas classicas podem induzir a diferenciagdo em tipos especificos de
tecidos (SEONG et al., 2015). A expressao das caderinas reflete a diferenciagcéao
regional e funcional do sistema nervoso central (SNC). A grande maioria das
caderinas estudadas é expressa de forma espacialmente restrita na maioria dos
estagios do desenvolvimento e em varios niveis de organizacdo do SNC (REDIES,
2000). A disfungédo de algumas caderinas esta associada a doengas psiquiatricas e
deficiéncias do desenvolvimento e pode afetar a fungao cerebelar. Algumas doencgas
que podem estar envolvidas com mutagdes nos genes de algumas caderinas sao 0s
transtornos de bipolaridade, disturbios do espectro autista, encéfalopatias e
comprometimento cognitivo (REDIES et al., 2011).

Metais pesados como cadmio, chumbo e cromo e o semimetal arsénio podem
afetar a fungcdo da E-caderina interrompendo as jungdes celulares. Além disso,
podem causar inflamacéo e danos nos tecidos que também podem levar a perda da
funcdo de barreira dos epitélios (YUAN et al., 2016). A exposigdo ao chumbo causa
um declinio significativo na estabilidade da [B-catenina levando a diversos danos
neurolégicos como alteracbes na formacdo do hipocampo (HU et al.,, 2014). O
trioxido de arsénio reduz a expressao de [(-catenina, inibindo assim a via Wnt
através da diminuicdo na expressao de genes alvo das Wnt (WANG et al., 2017).

Um numero cada vez maior de produtos quimicos presentes nos alimentos ou
mesmo liberados nos ambientes naturais como os metais toxicos nas ultimas

décadas, tem despertado cada vez mais o desenvolvimento de métodos rapidos e
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confiaveis que possam avaliar os efeitos da exposicdo da biota e da populagao
humana a esses xenobidticos. Tais estudos sdo, em muitos casos, dificeis de serem
executados e, as vezes, inconclusivos pois os modelos empregados nem sempre
refletem o risco de exposi¢ao humana. Um método promissor € a exposi¢ao dessas
substancias teste através da sua inje¢ao no interior de ovos de galinha fertilizados
antes da incubacéao e subsequente observacao dos efeitos sobre o desenvolvimento
embrionario (GOODFELLOW et al., 2016). Esse método é de baixo custo, ndo exige
uma logistica complexa visto que centenas de embrides em ovos de galinha podem
ser manipulados e mantidos em pequenos espacos € em periodo de tempo
relativamente curtos.

Uma vez que: (1) varios poluentes atravessam facilmente a barreira
placentaria; (2) os estagios iniciais de desenvolvimento em aves e mamiferos sé&o
muito similares; (3) e a membrana corioalantdica tem uma funcdo de filtracéo
equivalente a da placenta humana, o uso deste modelo é muito promissor nos
estudos de embriotoxicidade. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o
uso de embrides de aves nos estudos de embriotoxicologia analisando os efeitos
provocados por diferentes exposicdées ao chumbo e arsénio, bem como a mistura
dos dois poluentes no desenvolvimento embrionario. Foram realizadas analises em
diferentes niveis de organizagao biolégica (molecular, bioquimico e morfoldégico) com
o intuito de avaliar o papel desses contaminantes no desenvolvimento normal dos
embrides. Com a analise dos dados provenientes dos diferentes tempos de
exposicao, foi possivel discutir se a exposi¢do, mesmo em baixos niveis, é suficiente
para modular o desenvolvimento dos embrides e ao mesmo tempo avaliar se o

modelo é satisfatorio para seu uso em embriotoxicologia humana.



22

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

- Avaliar as teratogenias e possiveis mecanismos envolvidos decorrentes da
toxicidade do chumbo e do arsénio em embrido de ave Gallus gallus como modelo

de embriotoxicidade.

2.2 Objetivos especificos

- Estudar a ocorréncia de teratogenias decorrentes da exposicao isolada e em

mistura ao chumbo e arsénio em embrido de G. Gallus com 3 e 7 dias de exposicao;

- Estudar a taxa de mortalidade do embrido de G. gallus apos a exposigao isolada e

em mistura ao chumbo e arsénio em 3 e 7 dias de exposi¢ao;

- Investigar o mecanismo antioxidante no embrido de G. gallus apds a exposi¢cao
isolada e em mistura ao chumbo e arsénio inorganicos em 3 e 7 dias de exposicéao,
através da atividade enzimatica da glutationa S-transferase (GST) e catalase, e da

concentragao de tidis n&o proteicos (GSH);

- Avaliar danos oxidativos em lipideos (LPO) e em proteinas (PCO) no embrido de G.
gallus apos a exposicao isolada e em mistura ao chumbo e arsénio inorganicos em 3

e 7 dias de exposicao;

- Investigar se a exposigdo ao chumbo e arsénio inorganicos apos 3 e 7 dias de
exposicao modula a expressao das proteinas catenina e caderina no embrido de G.
Gallus.



23

3. MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos realizados nesse estudo foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais do Setor de Ciéncias Biolégicas da
Universidade Federal do Parana (CEUA/BIO - UFPR), sob o certificado de numero
739.

No presente estudo foram utilizados ovos fertilizados de galinha (Gallus gallus
domesticus), fornecidos pela empresa JBS Foods localizada na Regido
Metropolitana de Curitiba. Apds higienizagcdo com esponja Uumida, os ovos foram
analisados através de ovoscopio para verificar a integridade dos mesmos, sendo
descartados os que apresentaram danos na casca como a presenca de rachaduras.
Os ovos integros foram entao pesados, selecionados aqueles o com peso entre 60 e

65g e identificados segundo seus grupos experimentais.

3.1 Desenho Experimental

Os valores nominais testados no estudo foram injetados no tempo EO, quando
o embrido encontrava-se no estagio de blastula, para simular ao maximo a situagéo
de exposicdo no ambiente. Foram utilizados dois tipos de controle, um grupo
Controle Veiculo onde apenas o veiculo utilizado para a diluicdo dos contaminantes
(soro fisiolégico) foi injetado no mesmo volume do contaminante; e um segundo
grupo Controle Fechado onde o ovo nao sofreu nenhum tipo de inje¢édo, mas foi
manuseado como os demais grupos. Neste trabalho foram analisados dois
contaminantes: nitrato de chumbo (Pb(NOs3)2 — Sigma Aldrich) e 6xido de arsénio |l
(As203 — Sigma Aldrich) em trés diluicbes diferentes, além da mistura entre os

menores valores dos dois xenobidticos, conforme descricao abaixo:



Grupo | (chumbo, exposi¢éo isolada)

nitrato de chumbo 0,025 pg/mL ([Pb]*= 1,5 ng/ovo)
nitrato de chumbo 0,25 yg/mL ([Pb]*= 15 ng/ovo)
nitrato de chumbo 2,5 ug/mL ([Pb]*= 150 ng/ovo)
controle veiculo (soro fisioldgico)

controle fechado

Grupo |l (arsénio, exposigao isolada)

oxido de arsénio Il 0,02 pg/mL ([As]*= 1,5 ng/ovo)
oxido de arsénio 11l 0,2 ug/mL ([As]*= 15 ng/ovo)
oxido de arsénio Il 2,0 ug/mL ([As]*= 150 ng/ovo)
controle veiculo (soro fisiolégico)

controle fechado

Grupo lll (chumbo e arsénio, exposigao binaria)
mistura de 1,5 ngPb/ovo + 1,5 ngAs/ovo
controle veiculo (soro fisiologico)

controle fechado
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* [Pb] e [As] se refere a concentragao final de chumbo e de arsénio que foi

injetada nos ovos (concentragao por ovo).

As concentragdes utilizadas foram escolhidas de acordo com dados

apresentados em artigos cientificos que descrevem a presenca do Pb e As no

cordao umbilical de gestantes, ultrapassando, portanto, a barreira placentaria (JIN et
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al., 2013, 2006; SAKAMOTO et al., 2012). Partindo, assim, de valores identificados
no sangue de gestantes e no corddo umbilical dos bebés foi estabelecido um valor
nominal médio a ser testado de 15 ng do contaminante/ovo. A partir desse valor
foram considerados um valor 10 vezes menor e um 10 vezes maior, alcangando os
outros valores nominais a serem testados.

Para cada experimento foi previsto que os grupos fossem constituidos de 5
embrides, totalizando 25 embrides para cada um dos experimentos | e Il e para o
experimento Il foram utilizados 15 ovos. Este foi o numero limite para que houvesse
a manipulacéo correta dos ovos. Estes experimentos foram repetidos quantas vezes
necessario até se obter o numero minimo de individuos a serem analisados para
cada grupo, considerando que havia morte dos embrides possivelmente provocada
pela exposigdo. Desta forma, para as analises morfoldgicas foram realizados
diversos experimentos independentes (no minimo trés por grupo) até que fosse
possivel atingir uma amostra minima de 10 individuos por grupo experimental. O
numero de ovos utilizados em cada experimento variou e nem sempre foi possivel
manter o estipulado, visto que a quantidade de ovos dentro do peso de 60 — 65g
variava de lote para lote. No entanto, foi tomado o cuidado para que houvesse um
numero de ovos igual para cada grupo experimental em cada um dos experimentos
independentes.

Nas coletas para as analises bioquimicas seguimos o mesmo procedimento
descrito acima, no entanto, os experimentos foram repetidos até que fossem
coletados seis pools de 12 embrides para cada grupo experimental. Este numero de
individuos para cada pool foi necessario visto que embrides de 3 dias ndo atingem
massa bioldgica suficiente para as analises bioquimicas. Para os embrides de 7
dias, que apresentam maior massa, foram necessarios apenas 2 embrides para
cada pool. Como nao conseguimos prever a quantidade de embrides mortos por
experimento, optamos por incubar um numero de ovos superior ao “n” necessario,
com isso, em alguns experimentos, tivemos uma coleta maior de embrides, gerando
um sétimo pool que ficou armazenado caso fosse necessario fazer alguma outra
analise. O numero de individuos coletados e utilizados nas duas analises, para cada
concentracdo do contaminante e para os controles, esta representado na Tabela 1.

Para a andlise da taxa de mortalidade foram considerados todos os
experimentos, tanto de morfologia quanto de bioquimica. A quantidade de embrides

que foi utilizada nas analises (Tabela1) pode n&o coincidir com os valores das
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analises da mortalidade, uma vez que os embrides do sétimo pool entraram na
analise da mortalidade, mas nao foram considerados na Tabela 1.

Foram incubados e abertos, aproximadamente, 600 ovos entre 3 e 7 dias de
desenvolvimento para as analises com o chumbo, 1056 ovos para as analises com o
arsénio e 1254 ovos para a mistura. A quantidade de embrides classificados entre
vivos € mortos € inferior ao total de ovos incubados, uma vez que ovos sem embrido

visivel foram considerados inférteis e descartados.

TABELA 1 - NUMERO DE EMBRIOES DE G. GALLUS UTILIZADOS POR GRUPO EXPERIMENTAL.

Experimentos com o chumbo 3 dias 7 dias
Morfologia 10 10
Bioquimicas 360 60

Experimentos com o arsénio

Morfologia 12 12

Bioquimicas 360 60

Experimentos com a mistura

Morfologia 15 15

Bioquimicas 360 60

3.2 Procedimento de exposi¢ao

Os embrides foram expostos pela injecdo de 100 uL da solugdo contendo os
xenobidticos na camara de ar (Fig. 1) nas concentragbes de 0,025 ug/mL, 0,25
Mg/mL e 2,5 yg/mL para o nitrato de chumbo (Pb(NO3)2); 0,02 ug/mL, 0,2 ug/mL e
2,0 yg/mL para o triéxido de arsénio (As203); e a mistura de 0,025 yg/mL de
Pb(NO3)2 e 0,02 ug/mL de As203. Esses valores correspondem a uma concentragao
final de 1,5; 15 e 150 ng/ovo. Os ovos contendo os individuos do grupo controle
veiculo foram injetados com 100uL de soro fisiolégico. Estudos prévios do
laboratério mostraram que esta € uma quantidade ideal para que o liquido injetado
na camara de ar ndo extravase (YAMAMOTO et al., 2012). Apds remover a agulha,

os ovos foram selados com fita adesiva e colocados aleatoriamente na incubadora
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BOD (SL-224, SOLAB Cientifica), a 38°C (+ ou — 0,5), com umidade e ventilagao
constantes, para prosseguir com o desenvolvimento embrionario até o estagio
desejado (E3 e E7). Para o controle do periodo de exposi¢do foi utilizada a
nomenclatura como descrito por Yaginuma e colaboradores (2001) em estudos do
desenvolvimento embrionario, onde € considerado como EO o momento da
oviposicado, E1 o primeiro dia embrionario, E2 o segundo dia embrionario e assim

sucessivamente, até E21, correspondente ao dia normal de ecloséo.

FIGURA 1 - DESENHO ESQUEMATICO DE UM OVO DE Gallus gallus

vitelo (gema)

membrana Albamen (clara)

externa

camara
aerea

membrana
interna

casca calcarea

membrana vitelinica

Esquema indicando todas as partes integrantes, inclusive a cdmara de ar, onde foram realizadas as
injecdes dos contaminantes. FONTE: WOLPERT et al., 2008.

3.3 Mortalidade e Anormalidade

Apos os periodos de incubagao propostos no trabalho, os embrides foram
removidos da incubadora e analisados para quantificar as taxas de mortalidade e
anormalidade. Foram considerados mortos os embrides que apresentaram auséncia
de batimentos cardiacos e coloragdo esbranquicada. Embrides mortos foram
anotados e descartados. Os embrides que sobreviveram foram coletados para o
estudo anatomo-morfolégico. Toda alteragdo morfolégica foi considerada como
critério para analise da anormalidade, em comparagao as descricdes realizadas por

Hamburguer e Hamilton (1951).
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3.4 Analise Morfologica

Os embrides incubados por 72hs (E3) foram retirados do ovo e montados
pela técnica de montagem total (ORTOLANI-MACHADO et al. 2012). Inicialmente os
ovos foram abertos através de uma janela na casca com auxilio de uma tesoura de
ponta fina, os embrides foram fotografados e um pedaco de papel filtro retangular
com uma janela em retangulo na regido central foi encaixado sobre o embrido para
manté-lo distendido. O fixador Carnoy (60% alcool absoluto, 30% cloroférmio e 10%
acido acético glacial) foi gotejado sobre os embrides e deixado por um minuto para
endurecer o material e facilitar a coleta. Em seguida, os embrides foram recortados
(Fig. 2) e transferidos para uma placa de Petri contendo tampao fosfato (PBS) para
remocao do excesso de vitelo. Na sequéncia os embrides foram fixados na solucao
fixadora de Carnoy, por 2 h, a temperatura ambiente, posteriormente lavados e
mantidos em solugao de etanol 70%.

Para a coloragao, os embrides foram hidratados em agua destilada por 10
minutos e imersos no corante Carmalumen de Mayer (agua destilada, Carmin — BHD
Chemicals, Sulfato de aluminio e amoénia — J. T. Baker Chemicals, acido acético
glacial) por 48h aproximadamente, ou até ficarem levemente avermelhados. Depois
da coloragédo os embrides foram desidratados em série crescente de etanol — 70%,
90% e 95% (10 minutos cada), 100% | e 100% Il (15 minutos cada) — e diafanizados
com dois banhos de xilol (10 minutos cada). Para a realizagdo da montagem em
lamina, o papel filtro foi retirado e os embrides foram cobertos com a resina Entellan
e protegidos com laminula de vidro, constituindo a montagem da lamina
permanente. Devido a espessura do embrido, a laminula utilizada foi elevada,
colando suportes de plastico rigido recortados da tampa de embalagens de sorvete
na lamina, para evitar que os embrides fossem pressionados garantindo assim uma
melhor preservagdo da morfologia. A analise morfolégica dos embrides foi realizada

em microscopio estereoscoépico (Tecnival, SQF-F).
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FIGURA 2 — COLETA DOS EMBRIOES PARA ANALISE POR MONTAGEM TOTAL

A: retirada do albumen para nao danificar o embrido durante a abertura da janela. B: abertura da
janela). C: visualizagdo do embrido in ovo (seta). D: embrido distendido no papel filtro para a coleta.
FONTE: KMECICK, 2017.

Nos embrides de 3 dias foram observados os aspectos morfolégicos das
vesiculas encefalicas, vesiculas 6pticas, curvatura corporal, parede do corpo, tubo
neural e regido caudal. Essas estruturas foram selecionadas devido a facilidade de
sua identificagdo nas laminas de montagem total (Fig. 3). Os embriées com intensas
malformagbdes foram aqueles que nao apresentaram um padrdo de organizagao
corporal normal, sendo impossivel identificar a maioria das estruturas e o estadio

embrionario e foram contabilizados e classificados nas malformacgdes especificas.



30

FIGURA 3 - IMAGENS DO DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO DE GALLUS GALLUS

B C

D

Embrides de 3 dias de desenvolvimento. A: Estadio 16. B: Estadio 17. C: Estadio 18. D: Estadio 19.
FONTE: HAMBURGER; HAMILTON, 1951.

Para avaliar os efeitos da exposicdo aos contaminantes dos embrides
incubados por 7 dias, estes foram retirados do ovo, colocados em uma placa de
Petri com PBS para serem separados das membranas embrionarias, lavados e
fotografados in vivo (Fig. 4A e B). Na sequéncia foram imersos em solugao fixadora
Alfac (85% de alcool 80%, 10% de formaldeido 40% e 5% de acido acético), por 16
h, a temperatura ambiente, lavados e preservados em solugdo de etanol 70% a 4°C.
Posteriormente, foram analisados anatomicamente sob microscépio estereoscdpico
(Tecnival, SQF-F), também segundo os critérios morfolégicos descritos por
Hamburger e Hamilton (1951).
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FIGURA 4 - COLETA PARA ANALISE DOS EMBRIOES DE G. GALLUS COM 7 DIAS DE
DESENVOLVIMENTO

A: embriao recém retirado do ovo, ainda envolto pelas membranas embrionarias. B: observa-se o
embrido ja lavado e separado das membranas embrionarias. O embrido em B foi fotografado
juntamente com uma escala em milimetros (aumento 2x). FONTE: A autora, 2017.

Apos 7 dias a parede do corpo do embrido ja esta completamente fechada,
nos membros superiores e inferiores € possivel visualizar os digitos dos membros,
as vesiculas Opticas estdo grandes e bem pigmentadas e as vesiculas encefalicas
assumiram nova posicdo demonstrando amadurecimento do encéfalo
(HAMBURGER; HAMILTON, 1951; WOLPERT et al., 2008) (Fig. 5). Portanto, so foi
possivel fazer uma analise morfoldgica externa dos embrides. Foram observados os
aspectos anatdmicos do encéfalo, das vesiculas Opticas, parede do corpo e regiao

caudal.
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FIGURA 5 - IMAGENS DO DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO DE GALLUS GALLUS

Embrides com 7 dias de desenvolvimento. E: Estadio 28. F: Estadio 29. G: Estadio 30. FONTE:
HAMBURGER E HAMILTON, 1951.

3.5 Analises bioquimicas

Os embrides E3 e E7 coletados foram lavados em PBS gelado e preservados
a -80°C até que as anadlises fossem realizadas. Para a analise dos parametros
bioquimicos em embrides E3 foi necessaria a preparacdo de pools, com 12
embrides cada, para obter quantidade de material biologico (concentragcdo de
proteinas) suficiente para a realizagdo das analises. As amostras (pools) foram,
entdo, homogeneizadas em 200uL de PBS gelado, centrifugadas (12.000 g, por 20
min a 4° C) e o sobrenadante reservado para as analises. Para essas andlises foi
feita a quantificagdo de proteinas totais e, em seguida, as amostras foram
normalizadas para 2 mg/mL de proteina em PBS. Para o chumbo foram utilizadas
apenas a maior e a menor concentracédo (150 ng/ovo e 1,5 ng/ovo). Todas as

analises foram realizadas através de métodos espectrofotométricos.

- Quantificagao de proteinas totais: com a finalidade de normalizar os dados obtidos
nos diferentes ensaios bioquimicos, foi necessaria a quantificagdo de proteinas
totais nas amostras. Durante os ensaios reservaram-se 100 ul das amostras para
quantificacdo de proteinas. Em microplaca, adicionou-se 10 uyl do sobrenadante das
amostras (6 réplicas) seguidos de 250 ul do reativo de Bradford (“Coomassie brilliant
blue” BG-250) e procederam-se as leituras de absorbancia (A = 620 nm; faixa de

leitura = 595-620 nm). Como branco utilizou-se PBS. A concentragdo de proteinas
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foi determinada a partir da comparagao dos valores de absorbancia com aqueles
provenientes de curva-padrdo de BSA (albumina de soro bovina) nas concentragdes
de 0, 125, 250, 500, 750 e 1000 ug de BSA por mililitro de volume final de solugéo
(BRADFORD, 1976). A curva-padrao incluia pelo menos quatro réplicas por
concentracdo de BSA e esteve presente em todos os ensaios de quantificagao de

proteinas.

- Atividades enzimaticas: a atividade da catalase foi determinada segundo Aebi
(1984), utilizando peréxido de hidrogénio como substrato. Com esse método
esperava-se observar um decréscimo da absorbancia devido a degradagédo do
peréxido de hidrogénio em oxigénio e agua. As amostras foram descongeladas no
gelo e, em seguida, 40 uyL de cada amostra e 40 pL de branco (PBS) foram
adicionados em placa de 96 pogos UV-Star (Greiner Bio One international GmbH),
ambos em duplicata. Em seguida foram pipetados 160 pL de meio de reagéo
(tampao Tris-HCI 1,0 M, EDTA 5,0 mM, pH 8,0; H202 30%; agua deionizada). A

absorbancia foi medida imediatamente a 240 nm, por 250 s, em intervalos de 50 s.

- O método utilizado para avaliar a atividade da glutationa S-transferase (GST) foi o
de Keen, Habig e Jakoby (1976), com adaptacdes. O principio desta técnica esta na
reacdo do 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) com a glutationa (GSH), catalisada
pela GST, levando a formagéo de um tioéter que pode ser monitorada pelo aumento
da absorbancia a 340 nm. As amostras foram descongeladas no gelo e, em seguida,
20 pL de cada amostra e 20 yL de branco (PBS) foram adicionados em placa de 96
pocos, ambos em duplicata. Em seguida foram pipetados 180 uL de meio de reagao
([GSH] = 1,5 mM; [CDNB] = 2 mM; tampao fosfato de potassio, 0,1 M, pH 6,5). A

absorbancia foi medida imediatamente a 340 nm, por 250 s, em intervalos de 50 s.

- A concentragcéo de tidis ndo proteicos, glutationa reduzida (GSH) foi segundo
Sedlak e Lindsay (1968): para medir a concentracdo de GSH, as proteinas do
sobrenadante foram precipitadas com acido tricloroacético e o DTNB (acido 5,5'-
dithio-bis (2-nitrobenzdico)) foi utilizado como reagente de cor. Apds a reagao, as
amostras ficaram de 5 a 10 minutos em temperatura ambiente e, em seguida, a

absorbancia foi medida a 415 nm.

- Avaliacédo da peroxidagao lipidica: para verificar os possiveis efeitos moleculares

oxidativos em lipideos (LPO) foi empregado o método de FOX (Ferrous Oxidation /
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Xylenol Orange Method) segundo Jiang e colaboradores (1991, 1992). Esse método
baseia-se na rapida oxidagao do Fe*2 mediada por peroxidos sob condigbes acidas e
posterior formagao do complexo Fe*3-laranja de xilenol na presenca do estabilizador

hidroxitolueno butilado, que absorve luz 550-570 nm.

- Carbonilagdo de proteinas: para avaliar a carbonilagdo de proteinas (PCO), foi
utilizado um volume de 200 pL de sobrenadante e 500 uL de solugédo de DNPH (2,4-
dinitrofenilhidrazina 10 mM em acido cloridrico 2,0 M), transferidos para um tubo de
2,0 mL e misturados em vortex. Para o branco foram adicionados 500 yL de acido
cloridrico 2,0 M (sem DNPH). As amostras foram incubadas (30 °C / 1,5 horas), e,
em seguida, adicionado 1,0 mL de &acido tricloroacético 28%. Esta solugéo foi
centrifugada (9.000g/10min.) e o sobrenadante descartado. As proteinas
precipitadas foram ressuspendidas com solucdo de etanol / acetato de etila (1:1) e
centrifugadas. As proteinas precipitadas foram solubilizadas em hidrocloreto de
guanidina 6,0 M, e novamente centrifugadas (9000 g / 5 min.) para remover qualquer
vestigio de material insoluvel. O conteudo de carbonilas foi determinado
espectrofotometricamente em 360 nm usando o coeficiente de absor¢édo molar de
2,1 x 10* M" cm™' para hidrazonas e normalizado pelo teor de proteina total (LEVINE
et al., 1994).

3.6 Expressao de caderina e de B-catenina por Western Blotting

Para os ensaios de Western Blotting foram selecionadas as mesmas
amostras homogeinizadas dos embrides controle e dos expostos ao chumbo,
arsénio e a mistura de ambos utilizadas para as analises bioquimicas. As amostras
foram preparadas separadamente em tampao de amostra (Tris, glycerol, SDS, agua
destilada e azul de bromofenol com 5% de B-mercaptoetanol), fervidas por 5min a
100°C e aplicadas em géis desnaturantes de poliacrilamida 8% (gel de separagao)
com stacking. A corrida eletroforética foi realizada em cubas (Bio-rad Mini-
PROTEAN) com tampao de corrida a 20mA. Apds o término da corrida, os perfis
proteicos foram transferidos para membrana de nitrocelulose, imersos em tampéo de
transferéncia por 1h a voltagem constante de 100V. Em seguida as membranas

foram coradas com Ponceau-S para verificar a eficiéncia da transferéncia e
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possibilitar que as membranas fossem recortadas em tiras permitindo a posterior
incubacao com diferentes anticorpos. As tiras de nitrocelulose foram bloqueadas
com ovoalbumina 1% em PBS por 1h (T.A.). Cada uma das membranas contendo os
perfis proteicos foram incubadas com 2mL de solugdo de soro hiperimune anti- [3-
catenina (Sigma), anti-Pan caderina (Sigma) ou com o normalizador anti -actina
(Sigma) (1:1000 diluido na mesma solugao de bloqueio) por 2h, T.A. e sob constante
agitagdo. Todas as membranas foram lavadas 5 vezes por 3min com ovoalbumina
1% na auséncia de anticorpo e incubadas com anticorpos secundarios anti-lgG de
camundongo conjugado a peroxidase (1:5000) por 1h (T.A.). Apds 5 lavagens, as
reagcdes foram reveladas com solugdo quimioluminescente e a marcacao foi
visualizada em fotodocumentador (Amersham Imager 600 — GE). A intensidade das
bandas foi quantificada por densitometria éptica (Imagem J, National Intitutes of
Health, EUA).

3.7 Expressao de caderina e de B-catenina por imunohistoquimica

Para essas analises foram escolhidas duas regides embrionarias que
apresentaram alta taxa de malformagado com a exposicdo aos contaminantes neste
trabalho: o tubo neural e as vesiculas Opticas.

Embrides contaminados (com o chumbo, arsénio e com a mistura) e
incubados por 3 dias foram retirados do ovo, dissecados separando-se a regiao da
cabeca e do tronco e fixados em paraformaldeido 4% por 2 horas. Apds esse tempo
foram lavados em etanol 70%, desidratados em série crescente de etanol — 80%,
90% e 95% (10 minutos cada), 100% | e 100% Il (15 minutos cada) — diafanizados
com dois banhos de xilol (10 minutos cada), incluidos em Paraplast Plus (Sigma®) e
submetidos a cortes de 5 ym. Os cortes foram montados em laminas gelatinizadas,
desparafinizados com xilol e reidratados com etanol.

Para a detecg¢ao de pan-caderina e da - catenina, foi realizado o bloqueio da
peroxidase endogena com perdxido de hidrogénio 5% por 10 minutos. Depois as
laminas foram bloqueadas com uma solu¢do de PBS e soroalbumina bovina 1%
(BSA) durante 15 minutos e, em seguida, incubadas com o anticorpo primario
(monoclonal anti pan-caderina ou anti B- catenina - produced in mouse — Sigma

Aldrich®) 1:200 em tamp3o bloqueador, em cdmara Umida a 4°C por uma noite. Apds
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a incubagao e lavagens com PBS, foi realizado um novo bloqueio com PBS e BSA
1% e as laminas foram incubadas com o anticorpo secundario conjugado a
peroxidase (anti — mouse IgG — peroxidase produced in rabbit — Sigma Aldrich®) na
concentragao de 1:200 em tamp&o bloqueador, durante duas horas, a temperatura
ambiente e em cadmara umida. O material foi entdo lavado com PBS e tratado com 3-
3 diaminobenzidina (DAB) a temperatura ambiente até os cortes ficarem levemente
marrons. As laminas foram novamente lavadas com PBS e em agua destilada,
coradas com hematoxilina por 20 segundos, desidratadas com etanol, montadas em
Entellan e observadas e fotografadas em microscépio optico Olympus BX51. A
marcagao da peroxidase foi quantificada por densitometria 6ptica (Imagem J,
National Intitutes of Health, EUA) e a estatistica analisada utilizando-se o teste

ANOVA de uma via, seguido do pds-teste de Dunnett.

3.8 Teste de temperatura e tempo de armazenamento de amostras

E padrdo na literatura que as amostras coletadas para analises bioquimicas
permanegam armazenadas em freezer -80°C, e de preferéncia por um tempo nao
muito longo. Durante os ultimos anos do doutorado tivemos alguns problemas de
mal funcionamento do nosso freezer -80°C, nos obrigando a armazenar algumas
amostras em um freezer -20°C, por um curto periodo de tempo. Mesmo sendo por
pouco tempo, essa alteracdo na temperatura de armazenamento nos levou a uma
desconfianca sobre a confiabilidade dos resultados obtidos posteriormente com
essas amostras. Como parte dos embrides contaminados com arsénio e com a
mistura passou por essa alteracdo, foram realizados alguns testes comparando
tempo e temperatura de armazenamento de amostras para simples verificagao de
possivel alteracdo e para validagdo e seguranga dos resultados obtidos com os
experimentos.

Para essas analises foram utilizados embrides de sete dias sem nenhuma
manipulagdo. Coletamos 24 pools (cada pool com 2 embrides) que foram
armazenados da seguinte forma: 12 pools no freezer -20°C e 12 no freezer -80°C.
Dos 12 armazenados em cada freezer, 6 foram homogeneizados, normalizados e

foram realizadas andlises bioquimicas uma semana apds a coleta (amostras
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frescas). Os outros 6 pools permaneceram armazenados nos freezers por trés
meses, e somente depois desse tempo foram manipulados. As analises bioquimicas

realizadas foram a GST, GSH e catalase.

3.9 Analises estatisticas

As analises estatisticas, apdés o teste de normalidade, foram realizadas
utilizando-se o teste de qui-quadrado (com correcdo de yates) para analise de
mortalidade e o teste de Fisher para analise de malformagdes. As analises
bioquimicas foram submetidas a ANOVA de uma via, seguido do pés-teste de
Dunnett.

A analise estatistica do teste de temperatura e armazenamento foi realizada
utilizando-se o Test T de Student.

As analises estatisticas e os graficos foram elaborados utilizando-se o

software GraphPad Prism.
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4. RESULTADOS

4.1 Mortalidade

N&o houve diferenga estatistica entre os individuos do grupo controle fechado
e os individuos do grupo controle exposto apenas ao veiculo para todos os
experimentos realizados. Desta forma serdo considerados para efeito de
comparagao apenas os resultados referentes ao grupo controle do veiculo. A
exposicao dos embrides as trés concentragdes de chumbo testadas aumentou
significativamente a taxa de mortalidade dos embrides incubados tanto apds o
periodo de incubagcdo de 3 como de 7 dias, quando comparados com O grupo
controle (Tabela 2).

Nos embrides de 3 dias a taxa de mortalidade foi de 29% no grupo controle,
enquanto que essa porcentagem foi de 55% no grupo exposto as quantidades de
chumbo de 150 ng/ovo, 43% na de 15 ng/ovo e 41% na de 1,5 ng/ovo. Ndo houve
diferenga estatistica quando feita a comparagao entre os grupos contaminados.

Nos embrides incubados por 7 dias a porcentagem de embrides mortos foi de
26% no grupo controle, 53% nas quantidades de 150 ng/ovo e 15 ng/ovo e 50% na
quantidade de 1,5 ng/ovo. Houve diferenga estatistica apenas quando comparado o
grupo chumbo 1,5 ng/ovo com o grupo chumbo 150 ng/ovo. A anadlise estatistica
feita entre os embrides de 3 e 7 dias ndo apresentou diferenca significativa em

nenhum dos grupos.
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TABELA 2 - TAXA DE MORTALIDADE DE EMBRIOES DE GALLUS GALLUS EXPOSTOS AO
CHUMBO INORGANICO.

3 DIAS 7 DIAS
VIVOS MORTOS MORTAO/I;lDADE VIVOS MORTOS MORTi\/I;IDADE
Grupo Controle 40 17 29 25 9 26
Chumbo 150ng/ovo 26 32 55* 16 18 53*
Chumbo 15ng/ovo 33 25 43* 16 18 53*
Chumbo 1,5ng/ovo 34 24 41* 17 17 50*

*Resultado significativamente diferente do controle (p < 0,05).

Para a exposicdo dos embribes ao arsénio foram utilizadas trés
concentragdes diferentes do o6xido de arsénio Ill, mas que resultaram numa
concentracgéo final de arsénio igual a do chumbo: 1,5 ng/ovo, 15 ng/ovo e 150 ng/ovo
como descrito anteriormente. No entanto, a maior concentragado (150 ng/ovo) foi
letal, matando a grande maioria dos embrides logo no inicio da formag&o do disco
embrionario, ou n&o permitindo o desenvolvimento de nenhuma estrutura
embrionaria reconhecivel e tornando impraticavel a obtencido de um nimero minimo
de individuos para realizagdo das analises tanto morfoldégica quanto bioquimica.
Este resultado sugere que a toxicidade do arsénio foi maior que a do chumbo
nesses experimentos.

A exposicado dos embrides aos dois valores nominais testados para o arsénio
aumentou significativamente a taxa de mortalidade dos embrides incubados por 3 e
7 dias, quando comparados com o grupo controle (Tabela 3).

Nos embrides incubados por 3 dias a taxa de mortalidade foi de 33% no grupo
controle, enquanto que essa porcentagem foi de 47% no grupo exposto ao arsénio
1,5 ng/ovo e 57% no grupo exposto ao arsénio 15 ng/ovo. Nos embrides incubados
por 7 dias a porcentagem de embrides mortos foi de 39% no grupo controle, 62% no
grupo exposto ao arsénio 1,5 ng/ovo e 61% no grupo exposto ao arsénio 15 ng/ovo.
Nao houve diferenga estatistica quando comparados os dois valores nominais

utilizados, tanto em 3 quanto em 7 dias. Também nao houve diferenga quando feita
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a comparagao entre 3 e 7 dias de exposic¢ao.

TABELA 3 - TAXA DE MORTALIDADE DE EMBRIOES DE GALLUS GALLUS EXPOSTOS AO

ARSENIO.
3 DIAS 7 DIAS
MORTALIDADE MORTALIDADE

VIVOS MORTOS % VIVOS MORTOS "

(o] (o]

Grupo Controle 97 48 33 73 46 39
Arsénio  1,5ng/ovo 77 68 47* 45 74 62
Arsénio 15ng/ovo 63 82 57* 47 72 61*

* Resultado significativamente diferente do controle (p < 0,05).

A mistura dos dois contaminantes aumentou significativamente a taxa de
mortalidade dos embrides nos dois estadios do desenvolvimento analisados, quando
comparados com o grupo controle (Tabela 4). Nos embrides de 3 dias de exposi¢cao
a taxa de mortalidade aumentou de 28% no grupo controle para 62% no grupo
exposto a mistura. Nos embrides incubados por 7 dias a porcentagem de embrides
mortos foi de 38% no grupo controle e 69% no grupo contendo a mistura dos dois
poluentes. Comparativamente os valores de mortalidade entre os grupos de Pb e As
isolados s&o mais baixos que os encontrados quando é considerada a mistura dos

menores valores testados.

TABELA 4 - TAXA DE MORTALIDADE DE EMBRIOES DE GALLUS GALLUS EXPOSTOS A
MISTURA (1,5 NG/OVO PB + 1,5 NG/OVO AS).

3 DIAS 7 DIAS
VIVOS MORTOS % VIVOS MORTOS %
Grupo Controle 151 58 28 130 79 38
Mistura 80 129 62* 65 144 69*

* Resultado significativamente diferente do controle (p < 0,05).
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4.2 Avaliagao das malformacgdes

A incidéncia de malformacdes foi significativamente maior nos embrides de 3
e 7 dias expostos aos trés valores nominais testados de chumbo, sendo que o maior
valor foi o que apresentou maior significancia para os dois estagios testados quando
comparados com o grupo controle (Tabela 5). Foram considerados no grupo “com
alteracbes” todos os embrides que apresentassem pelo menos uma malformacéao
visivel externamente, de qualquer tipo.

Nos embrides incubados por 3 dias a incidéncia de malformagdées aumentou
de 20% no grupo controle para 80% no grupo exposto a quantidade de chumbo de
150 ng/ovo. Nos grupos chumbo 15 ng/ovo e 1,5 ng/ovo a ocorréncia de alteragdes
morfolégicas foi de 60% e 70%, respectivamente. Ja nos embrides expostos por 7
dias a taxa de malformagdes foi de 30% no grupo controle veiculo e aumentou para
100% nos embrides expostos ao chumbo 150 ng/ovo. Nos grupos expostos as
concentragdes de 15 ng/ovo e 1,5 ng/ovo, a incidéncia de deformidades foi de 70 %
e 60%, respectivamente. Quando realizada a analise estatistica entre os grupos
contaminados, houve diferenga significativa apenas entre o chumbo 150 ng/ovo e o
chumbo 15 ng/ovo. Nao houve diferenga significativa entre os grupos contaminados

dos embrides de 7 dias e nem quando comparados os diferentes dias de incubacao.

TABELA 5 - INCIDENCIA DE MALFORMAGCOES NOS EMBRIOES DE GALLUS GALLUS
EXPOSTOS AO CHUMBO.

3 DIAS 7 DIAS
Normal Alteragao % Normal Alteragao %
Grupo Controle 8 2 20 7 3 30
Chumbo 1,5ng/ovo 3 7 70 4 6 60*
Chumbo 15ng/ovo 4 6 60* 3 7 70*
Chumbo 150ng/ovo 2 8 80* 0 10 100**

* Resultado significativamente diferente do controle (p < 0,05).
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A incidéncia de malformacdes foi significativamente maior nos embrides de 3
e 7 dias expostos aos dois valores nominais de arsénio quando comparados com o
grupo controle, sendo o menor valor aquele que apresentou maior significancia para
os dois estagios testados, como mostrado na Tabela 6. Nos embrides incubados por
3 dias a incidéncia de malformagdes, em comparagdo com O grupo controle,
aumentou de 20% no grupo controle para 83% no grupo exposto ao arsénio 1,5
ng/ovo. Ja no grupo arsénio 15 ng/ovo a ocorréncia de alteragdes morfologicas foi
de 67%. Nos embrides expostos por 7 dias a taxa de malformacdes foi de 30% no
grupo controle e aumentou para 75% nos embrides expostos ao arsénio 1,5 ng/ovo
€ no grupo exposto a concentragado de 15 ng/ovo a incidéncia de deformidades foi de
67%. Nao houve diferenca significativa entre os grupos contaminados com arsénio e

nem quando comparados os diferentes dias de incubacéo.

TABELA 6 - INCIDENCIA DE MALFORMAGOES EM EMBRIOES DE GALLUS GALLUS EXPOSTOS

AO ARSENIO.
3 DIAS 7 DIAS
Normal Alteracao % Normal Alteracao %
Grupo Controle 9 3 20 10 2 30
Arsénio 1,5ng/ovo 2 10 83* 3 9 75*
Arsénio 15ng/ovo 4 8 67* 4 8 67*

Resultado significativamente diferente do controle (p < 0,05).

A exposi¢cao dos embrides com a mistura desencadeou uma incidéncia de
malformagdes significativamente maior nos embrides de 3 e 7 dias quando
comparados com os individuos do grupo controle, como mostrado na Tabela 7.

Nos embrides incubados por 3 dias a incidéncia de malformagdées aumentou
de 33% no grupo controle para 80% no grupo exposto a mistura, enquanto que para
os embrides expostos por 7 dias a taxa de malformagdes foi de 27% no grupo
controle, aumentando para 80% nos embrides expostos a mistura dos menores

valores dos dois contaminantes.
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TABELA 7 - INCIDENCIA DE MALFORMAGOES EM EMBRIOES DE GALLUS GALLUS EXPOSTOS
A MISTURA DE ARSENIO E CHUMBO.

3 DIAS 7 DIAS
Normal Alteracéo % Normal Alteracéo %
Grupo Controle 10 5 33 11 4 27
Mistura 3 12 80~ 3 12 80*

* Resultado significativamente diferente do controle (p < 0,05).

4.3 Analise das malformagdes em embrides expostos ao chumbo

Em todas as concentragbes de chumbo foram observados diversos tipos de
malformacgdes, sendo a maior concentracdo (150 ng/ovo) a que apresentou um
maior numero de embrides malformados. Alguns embrides apresentaram
malformagdes generalizadas, ndo sendo possivel o reconhecimento da maioria das
estruturas morfologicas caracteristicas do estagio de desenvolvimento.

Com a anadlise anatdbmica dos embrides de 3 dias foram observadas
malformagdes principalmente na regido do encéfalo e regido caudal, sendo que
todos os valores de chumbo testados desencadearam os mesmos tipos de
alteracdes, apresentando diferencas apenas na frequéncia. A figura 6A mostra o
embrido normal. Na regido do encéfalo, as alteragdes mais frequentes foram as
malformacdes nas vesiculas cefalicas, estando estas com sua estrutura alterada
com relacdo a: 1- localizagdo (uma se sobrepondo a outra); 2- divisdo em
telencéfalo, diencéfalo e mesencéfalo (aparente auséncia de uma dessas partes ou
dificuldade de reconhecimento de cada uma); 3- estando aberta na regido anterior
(falha de fechamento do tubo neural na regido ceféalica) (Fig. 6C, D e E). Na regiao
caudal foram observadas alteragdes morfolégicas na parte posterior, como falha na
formagdo e fechamento da parede do corpo e falha na formacdo dos somitos
(redugdo do numero), além de alguns embrides apresentarem a regido caudal
encurtada (Fig. 6B, C, D e F). Observou-se, ainda, dobramento corporal anormal
(Fig. 6B, D e E), tubo neural aberto (Fig. 6B), auséncia ou malformacbes das

cupulas opticas (Fig. 6C, D e E) e algumas alteragdes nos arcos faringeos. Na maior



44

concentracdo (150 ng/ovo) cerca de 80% dos embrides tiveram malformagdes
encefalicas, 40% apresentaram falhas no tubo neural e 50% na regido caudal.
Falhas na curvatura corporal e cupulas opticas apareceram em 70 e 50% dos

embrides, respectivamente (Tabela 8).

FIGURA 6 - ANALISE DOS EMBRIOES DE GALLUS GALLUS INCUBADOS POR 3 DIAS
EXPOSTOS AO CHUMBO INORGANICO

A: controle; B, C e D: chumbo 150 ng/ovo; E e F: chumbo 1,5 ng/ovo. Observar anormalidades na
regido encefdlica (seta fina), na curvatura corporal (cabeca de seta), vesicula 6ptica (*), cauda
(estrela), tubo neural aberto (area circulada), regido caudal ({ ) e falhas na parede do corpo (seta
larga). (EV) vesiculas encefalicas, (OV) vesicula 6ptica, (C) curvatura corporal, (NT) tubo neural, (W)
parede do corpo, (T) cauda e (CR) regido caudal. Barra= 1 mm.
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Na analise dos embrides de 7 dias de exposi¢cao foram observadas alteragdes
nas mesmas estruturas anatdbmicas dos embrides de 3 dias, com a diferenca de que
alteracdes peritoniais ndo puderam ser observadas como realizado pela técnica
utilizada para visualizacao dos embrides de E3, uma vez que os embrides de 7 dias
ndo sao translucidos.

A Figura 7A mostra o embrido normal. As alteracbes mais frequentes foram
na morfologia das vesiculas encefdlicas (Fig. 7C, D e E), falhas na formagéao e
fechamento da parede do corpo (regido abdominal aberta com evisceragéo -
gastrosquise) (Fig. 7B, D e E) e alteragdes na regidao caudal, além de danos na
formagdo ou auséncia dos membros posteriores e da cauda (Fig. 7B, C e E).
Também foi observado nesse tempo de exposi¢cao a auséncia ou alteragdes de uma
ou das duas vesiculas opticas (Fig. 7B, C, D e E), tubo neural aberto na regidao do
tronco (Fig. 7C) e malformagdes da face (Fig. 7C, D e E). Nesta etapa do
desenvolvimento as malformagdes observadas tiveram maior incidéncia nos
embrides expostos ao maior valor de chumbo (150 ng/ovo), sendo que 50% tiveram
malformagdo ou auséncia de uma ou das duas vesiculas Opticas e 40%
apresentaram falhas na formagdo e fechamento da parede do corpo (cavidade
abdominal aberta e evisceragao). As alteragdes na regidao encefalica e na regiao
posterior (cauda e membros inferiores) tiveram uma maior incidéncia com a
exposi¢cao ao menor valor de chumbo (1,5 ng/ovo), sendo os valores de 70% e 60%
respectivamente (Tabela 8).
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FIGURA 7 - ANALISE DOS EMBRIOES DE GALLUS GALLUS INCUBADOS POR 7 DIAS
EXPOSTOS AO CHUMBO INORGANICO

A: controle a fresco; B: controle fixado; C e D: chumbo 15 ng/ovo; E: chumbo 1,5 ng/ovo in
vivo. Observar anormalidades na regido encefalica (seta fina), na vesicula 6ptica (*), cauda (estrela),
tubo neural aberto (area circulada), defeito na face (cabega de seta) e falhas no fechamento da
parede do corpo (seta larga). Em E, embrido com diversas anormalidades. (EV) vesiculas encefalicas,
(OV) olho, (NT) tubo neural, (T) cauda e (L) membro porterior. Barra= 5 mm.
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TABELA 8 - OCORRENCIA DE MALFORMAGCOES EM EMBRIOES DE GALLUS GALLUS APOS
EXPOSICAO AO CHUMBO INORGANICO.

3 DIAS 7 DIAS
Concentragdo(ng/ovo) SF 1,5 15 150 SF 1,5 15 150
Encéfalo 20% 50% 70% 80% 20% 70% 50% 60%

Vesiculas épticas 10% 30% 40% 50% 0% 30% 50% 50%

Curvatura corporal 10% 50% 50% 70% 0% 10% 10% 0%

Parede do corpo 0% 50% 20% 20% 20% 30% 40%  40%

Tubo neural 20% 60% 30%  40% 0% 10% 10% 10%

Regi&o caudal 10% 0% 30% 50% 20% 60% 40%  40%

SF= soro fisiolégico (controle)

4.4 Analise das malformagdes em embrides expostos ao arsénio inorgénico

Foram observados, com a analise anatdbmica dos embrides apos 3 dias de
exposicao ao arsénio, varios tipos de malformagdes, sendo que as principais
ocorreram na regido do encéfalo, regido caudal, na parede do corpo e no tubo
neural. Nesse caso os dois valores nominais testados (1,5 ng/ovo, 15 ng/ovo)
desencadearam praticamente os mesmos tipos de malformag¢des. A Figura 8A
mostra o embrido controle. Na regido do encéfalo, o que se observou foram
alteracdes nas vesiculas encefalicas, em relagdo ao seu tamanho, divisdo anormal
ou a nao divisdo em diencéfalo, telencéfalo e mesencéfalo, e, em alguns casos,
encontravam-se aparentemente abertas (Fig. 8C, D, E e F). Na regido caudal foram
observadas alteragcbes morfologicas na parte mais posterior, como falha na
formagao da parede do corpo (Fig. 8C), regiao caudal mais curta (Fig. 8B, C, D e E)
e alteragdes na regido da cauda (Fig. 8B, C e D). Diversos embrides apresentaram
alteracdo no tubo neural, o que provavelmente indica que esta estrutura teve falha
de fechamento (Fig. 8B e C). Além destas malformagdes, ainda foram observados 3

embrides com dobramento corporal anormal e com malformag¢des ou auséncia das
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vesiculas opticas (Fig. 8C, E e F). A incidéncia das malformacdes foi superior nos
embrides expostos ao menor valor de arsénio (1,5 ng/ovo). Nessa concentragéo
cerca de 50% dos embrides tiveram malformacdes encefalicas e falhas na formagao
da parede do corpo e 67% apresentaram falhas no tubo neural e regido caudal. As
falhas na curvatura corporal e vesiculas opticas apareceram somente em 25% e

17% dos embrides, respectivamente (Tabela 9).
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FIGURA 8 - ANALISE DOS EMBRIOES DE GALLUS GALLUS INCUBADOS POR 3 DIAS
EXPOSTOS AO ARSENIO INORGANICO

A: controle; C e D: arsénio 1,5 ng/ovo; B, E e F: arsénio 15 ng/ovo. Observar anormalidades
encefalicas em C, D, E e F (VE), falhas na parede do corpo em C (P), regido caudal mais curta em B,
C,De E ({), alteragdes na cauda em B, C e D (CA), tubo neural aberto em B e C (TN) e alteragdes
ou auséncia das vesiculas opticas C, E e F (VO). (VE)= vesiculas encefalicas, (VO)= vesicula 6ptica,

(C)= curvatura corporal, (TN)= tubo neural aberto, (P)= parede do corpo,(CA)= cauda e (RC)= regiao
caudal. Barra= 1 mm
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Nos embrides de 7 dias foram observadas, principalmente, malformagdes na
regido encefalica, nas vesiculas Opticas, parede do corpo e regido caudal. A Figura
9A mostra o embrido controle. Na regido encefalica o que se observou foram
malformacdes como alteracbes no tamanho ou auséncia das vesiculas encefalicas
(Fig. 9C e D). Nas vesiculas ¢pticas foram observadas alteragdes no tamanho
(inferiores ao controle) e malformagdes ou a auséncia das mesmas (Fig. 9C e D).
Diversos embrides apresentaram falhas na formacédo e fechamento da parede do
corpo na regido abdominal, com evisceragao (gastrosquise) (Fig. 9B, C e D). As
principais alteragbes observadas na regido caudal foram o encurtamento ou
auséncia da cauda e a auséncia total de estruturas posteriores, incluindo os
membros inferiores (Fig. 9D, E e F). As malformagdes observadas tiveram maior
incidéncia nos embrides expostos ao maior valor de arsénio (15 ng/ovo), sendo que
25% dos embrides apresentaram alteracdes encefalicas; 33% tiveram malformacao
ou auséncia de uma ou das duas vesiculas opticas; 50% apresentaram falhas na
formagdo e fechamento da parede do corpo (cavidade abdominal aberta e
evisceracdo); e 33% apresentaram malformagbes na regido posterior (cauda e
membros inferiores) (Tabela 9).

Na analise dos embrides expostos por 7 dias foi observado um menor niumero
de alteragdes na regiao encefalica do que nos embrides expostos por 3 dias. Apenas
um embrido com o tubo neural aberto na regido dorsal foi encontrado. Essa
diferenca pode se dar ao fato de que algumas malformagdes observadas apds trés
dias de exposi¢cédo sao internas ndo devendo apresentar nenhum reflexo anatémico
externo em 7 dias de exposicao. A taxa de mortalidade dos embrides de 7 dias foi
bastante elevada e os embrides que sobreviveram apresentaram uma menor

quantidade de malformagdes quando comparados aos embrides de 3 dias.
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FIGURA 9 - ANALISE DOS EMBRIOES DE GALLUS GALLUS INCUBADOS POR 7 DIAS
EXPOSTOS AO ARSENIO INORGANICO

A: controle; B, C e D: arsénio 15 ng/ovo; E e F: arsénio 1,5 ng/ovo. (A, C e D: a fresco; B, E e F:
fixado). Observar anormalidades na regido encefalica e nas vesiculas 6pticas em C e D, falhas no
fechamento da parede do corpo em B, C e D e alteragbes na regido caudal em D, E e F. (VE)=
vesicula encefalica, (VO)= vesicula o6ptica, (MP)= membro posterior, (P)= parede do corpo, (CA)=
cauda. Observar falhas na formagao da regiao posterior e da cauda (seta). Barra= 5mm em A e 2mm
em B-F.
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TABELA 9 - OCORRENCIA DE MALFORMAGCOES EM EMBRIOES DE GALLUS GALLUS APOS
EXPOSICAO AO ARSENIO INORGANICO.

3 DIAS 7 DIAS
Concentragéo (ng/ovo)  SF 1,5 15 SF 1,5 15
Encéfalo 8% 50% 17% 8% 8% 25%
Vesiculas épticas 8% 17% 0% 8% 17% 33%
Curvatura corporal 16% 25% 8% 0% 0% 0%
Parede do corpo 16% 50% 25% 16% 33% 50%
Tubo neural 25% 67% 50% 0% 8% 0%
Regido caudal 25% 67% 33% 16% 42% 33%

SF= soro fisiolégico (controle)

4.5 Analise das malformagdes em embrides expostos a mistura de chumbo e

arsénio inorganico

Os embrides de 3 dias expostos a mistura dos menores valores de arsénio e
chumbo, apresentaram malformagdes na regido encefalica, vesiculas Opticas,
curvatura corporal, parede do corpo, tubo neural e regido caudal. A Figura 10A
mostra o embrido controle.

Na regido cefalica foram observadas falhas na divisdo em diencéfalo,
telencéfalo e mesencéfalo, vesiculas encefalicas abertas na regido anterior e
auséncia dessas vesiculas em alguns casos (Fig. 10D, E e F). Foram observadas
alteracdes no tamanho ou a auséncia de uma ou das duas vesiculas O6pticas e
alteragdes graves na curvatura corporal (Fig. 10D). Alguns embrides apresentaram a
regido caudal encurtada e alteragcbes na cauda (Fig. 10C e F). Varios embrides
apresentaram alteragées no tubo neural (falha no fechamento) (Fig. 10B, C e D),
sendo essa a malformagdo mais observada para esse grupo de embrides apos 3
dias de exposicdo (Tabela 10). Dois embrides apresentaram malformagdes
generalizadas, nao sendo possivel reconhecer todas as estruturas (Fig. 10E e F).

Cerca de 27% dos embrides apresentaram malformacdes encefalicas,
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alteragdes em uma ou nas duas vesiculas 6pticas curvatura corporal completamente
irregular e falhas na parede do corpo; 33% mostraram malformagdes na regiéo
caudal; e 67% apresentaram alteragdes no tubo neural (Tabela 10).

FIGURA 10 - ANALISE DOS EMBRIOES DE GALLUS GALLUS INCUBADOS POR 3 DIAS
EXPOSTOS A MISTURA DE CHUMBO E ARSENIO INORGANICO

r

A: controle; B, C, D, E e F: mistura (1,5 ng/ovo Pb + 1,5 ng/ovo As). Observar anormalidade na
regido encefalica em D, E e F, nas vesiculas Opticas e na curvatura corporal em D, regido caudal
mais curta e alteragbes na cauda em C e F e tubo neural aberto em B, C e D. (VE)= vesiculas
encefalicas, (VO)= vesicula o6ptica, (C)= curvatura corporal, (TN)= tubo neural aberto, (P)= parede do
corpo,(CA)= cauda e (RC)= regido caudal. Barra= 1 mm.
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A contaminagdo com a mistura, nos embrides de 7 dias apds exposigao,
causou malformacgdes na regido encefalica, vesiculas opticas, parede do corpo e
regido caudal. A Figura 11A mostra o embrido normal.

Foi observada malformacdo ou auséncia das vesiculas encefalicas e as
vesiculas oOpticas apresentaram alteracao no tamanho, malformacdes ou auséncia,
em uma ou nas duas vesiculas (Fig. 11C, D e F). Quase metade dos embrides
observados apresentaram falhas na formacédo e fechamento da parede do corpo
com evisceragao (Fig. 11B, C, D e F). Diversos embrides mostraram falhas na
formagdo da regido caudal, como a cauda encurtada e malformada, auséncia da
cauda, ou auséncia total das estruturas posteriores, incluindo os membros inferiores
(Fig. 11C, E e F). Neste grupo foram observados cerca de 27% dos embrides com
malformagdes encefalicas; 40% com malformagdes em uma ou nas duas vesiculas
Opticas e falhas na formacéo e fechamento da parede do corpo; 33% apresentaram
falhas de formacao na regido caudal (cauda e membros inferiores); e somente 7%

apresentavam alteragdes na curvatura do corpo (Tabela 10).
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FIGURA 11 - ANALISE DOS EMBRIOES DE GALLUS GALLUS INCUBADOS POR 7 DIAS
EXPOSTOS A MISTURA DE CHUMBO E ARSENIO INORGANICO

A: controle a fresco; B, C, D, E e F: mistura (fixados). Observar anormalidades nas vesiculas
encefalicas e nas vesiculas 6pticas em C, D e F, falhas no fechamento da parede do corpo em B, C,
D e F e alteragdes na regido caudal em C, E e F. (VE)= vesicula encefalica, (VO)= vesicula 6ptica,
(MP)= membro posterior, (P)= parede do corpo, (CA)= cauda. Observar falhas na formagao da regiao
posterior e da cauda (seta). Barra= 5mm em A e 2mm B-F.
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TABELA 10 - OCORRENCIA DE MALFORMAGOES EM EMBRIOES DE GALLUS GALLUS APOS
EXPOSICAO A MISTURA DE CHUMBO E ARSENIO INORGANICO.

3 dias 7 dias
SF Mistura SF Mistura
Encéfalo 6% 27% 6% 27%
Vesiculas 6pticas 6% 27% 6% 40%
Curvatura corporal 13% 27% 0% 7%
Parede do corpo 13% 27% 13% 40%
Tubo neural 20% 67% 0% 0%
Regido caudal 20% 33% 13% 33%

SF= soro fisiolégico (controle)

4.6 Analises bioquimicas dos grupos expostos ao chumbo inorganico

Como observado para os dados descritos acima, os parametros bioquimicos
analisados também nao apresentaram diferenga estatistica entre o controle fechado
e o controle veiculo. Portanto, para fins de comparagao estatistica utilizamos os

resultados referentes ao grupo controle onde o veiculo foi injetado nos ovos.

- Anadlise da concentragdo de tidis nao proteicos através dos niveis de GSH em

embrides expostos ao chumbo inorganico.

Nos embrides expostos as duas concentragcbes de chumbo houve um
aumento significativo na concentragdo de GSH quando comparados ao grupo
controle. Esse aumento foi maior nos embrides expostos ao maior valor de chumbo
(150 ng/ovo), tanto nos embrides de 3 como de 7 dias de exposigcao (Fig. 12). Nos
embrides incubados por 3 dias os valores, quando comparados ao grupo controle,
aumentaram em 39% no menor valor nominal de chumbo testado e em 59% na

maior valor de chumbo. Nos embrides incubados por 7 dias os valores aumentaram
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em 74% no menor valor nominal testado e em 100% no maior valor testado quando

comparados ao controle.

FIGURA 12 - CONCENTRAGCAO DE GLUTATIONA E OUTROS TIOIS NAO PROTEICOS EM
EMBRIOES DE GALLUS GALLUS EXPOSTOS AO CHUMBO INORGANICO.
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*Resultado significativamente diferente do veiculo (p<0,05). ** Resultado significativamente diferente
do veiculo (p<0,01). ***Resultado significativamente diferente do veiculo (p<0,001). Média e erro
padrdao da média. n= 6 pools.

- Atividade da glutationa S-transferase em embrides expostos ao chumbo inorgénico.

A atividade da glutationa S-transferase aumentou nos embrides expostos ao
chumbo, também seguindo um padrao dose dependente. Nos embrides incubados
por 3 dias os valores, quando comparados ao soro fisiologico, aumentaram em 33%
no menor valor nominal de chumbo testado e em 74% no maior valor testado. Nos
embrides apos exposigao por 7 dias os valores aumentaram em 10% para individuos
expostos a menor quantidade de chumbo e em 100% nos embrides expostos a

maior quantidade de chumbo. Mas, quando comparados estatisticamente ao
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controle, apenas os valores da maior concentragdo de chumbo (150 ng/ovo)
mostraram uma diferenga significativa (Fig. 13).

FIGURA 13 - ATIVIDADE DA GLUTATIONA S-TRANSFERASE EM EMBRIOES DE GALLUS
GALLUS EXPOSTOS AO CHUMBO INORGANICO
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*Resultado significativamente diferente do veiculo (p<0,05). **Resultado significativamente diferente
do veiculo (p<0,01). Média e erro padrdo da média. n= 6 pools.

- Carbonilagao de proteinas (PCO) em embrides expostos ao chumbo inorganico

Nao houve alteragao significativa na concentragdo de proteinas carboniladas
apods a exposicao aos dois valores nominais de chumbo testados nos embrides apds
3 dias de exposicdo. Ja nos embrides expostos por 7 dias, houve um aumento
significativo apenas para aqueles expostos a maior quantidade de chumbo, onde a

concentragao de proteinas carboniladas foi 95% maior que nos controles (Fig. 14).
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FIGURA 14 - CONCENTRAGAO DE PROTEINAS CARBONILADAS EM EMBRIOES DE GALLUS
GALLUS EXPOSTOS AO CHUMBO INORGANICO
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**Resultado significativamente diferente do veiculo (p<0,01). Média e erro padrdo da média. n= 6
pools.

4.7 Analises bioquimicas do arsénio e da mistura entre chumbo e arsénio

- Anadlise da concentragdo de tidis ndo proteicos através dos niveis de GSH em

embrides expostos ao arsénio e mistura entre arsénio e chumbo.

Os embrides apods 3 e 7 dias de exposicdo ao As apresentaram um aumento
significativo, dependente da concentragdo, nos niveis de tidis ndo proteicos, como a
GSH. Ja para os embrides expostos a mistura os niveis se apresentaram abaixo do

controle, mas sem diferenga significativa (Fig.15).
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FIGURA 15 - CONCE~NTRAQAO DE GLUTATIONA E OUTROS TIOISA NAO PROTEICOS EM
EMBRIOES DE GALLUS GALLUS EXPOSTOS AO ARSENIO E A MISTURA DE
ARSENIO E CHUMBO
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*Resultado significativamente diferente do veiculo (p<0,05). **Resultado significativamente diferente
do veiculo (p<0,01). ***Resultado significativamente diferente do veiculo (p<0,001). Média e erro
padrao da média. n= 6 pools.

- Atividade da glutationa S-transferase em embribes expostos ao arsénio e mistura

entre arsénio e chumbo.

A atividade da glutationa S-transferase (GST) apresentou um pequeno
aumento, quando comparado ao controle, nos embrides expostos ao As, mas sem
diferengas estatisticas. Por outro lado, os embrides expostos a mistura dos menores
valores testados para ambos os contaminantes apresentaram um aumento na

atividade da GST, sendo significativo apenas para expostos por 3 dias (Fig. 16).
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FIGURA 16 - ATIVIDADE DA GLUTATIONA S-TRANSFERASE EM EMBRIOES DE GALLUS
GALLUS EXPOSTOS AO ARSENIO E A MISTURA DE ARSENIO E CHUMBO
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*Resultado significativamente diferente do veiculo (p< 0.05). Média e erro padrdo da média. n= 6
pools.

- Atividade da catalase apds exposicao ao arsénio e mistura dos menores valores

testados para arsénio e chumbo.

A atividade da catalase mostrou um leve aumento sem significancia na
exposi¢cao a menor quantidade de As nos embrides apos 3 e 7 dias de exposicao,
mas de forma geral ndo apresentou alteragdo significativa para os parémetros
analisados. No entanto, para o grupo exposto a mistura de arsénio e chumbo, houve
um aumento significativo na atividade da catalase, tanto para os grupos apos 3 dias

quanto para 7 dias de exposicao (Figura 17).
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FIGURA 17 - ATIVIDADE DA CATALASE EM EMBRIOES DE GALLUS GALLUS EXPOSTOS AO
ARSENIO E A MISTURA DE ARSENIO E CHUMBO

O es

B3 As 1.5 nglovo

B As 15 nglovo

Bl As 15 ngiovo +Pb 1.5 nglovo

0.0015 1 * %k kk

*kkk

. -1 -1
mmols H,O, x min . mg prot

3 dias 7 dias

****Resultado significativamente diferente do veiculo (p<0,0001). Média e erro padrdo da média. n=6
pools.

- Carbonilagdo de proteinas (PCO) em embrides expostos ao arsénio e a mistura

dos menores valores nominais de arsénio e chumbo.

A exposicdo ao arsénio mostrou uma elevagdo sem diferenga significativa
para os niveis de carbonilagdo de proteinas. A exposi¢cao a mistura desencadeou um
efeito contrario, também sem significancia baixando os niveis de PCO,

principalmente nos embrides apds 7 dias de exposig¢ao (Fig.18).
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FIGURA 18 - CONCENTRAGAO DE PROTEi[\lAS CARBONILADAS EM EAMBRIOES DE GALLUS
GALLUS EXPOSTOS AO ARSENIO E A MISTURA DE ARSENIO E CHUMBO
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(p < 0.05). Média e erro padrdao da média. n= 6 pools.

- Peroxidagao lipidica (LPO) em embrides expostos ao arsénio e mistura dos
menores valores nominais testados para arsénio e chumbo.

Os niveis de peroxidagao lipidica foram analisados apenas nos embrides de 7
dias. Na exposicdo a menor quantidade de arsénio os niveis se apresentaram
praticamente iguais aos do controle, contudo, houve uma queda desses niveis sem
significancia no grupo com exposigao a maior quantidade de arsénio. Nos embrides
expostos a mistura dos dois poluentes houve uma queda significativa nos niveis de
LPO, quando comparado ao controle (Fig.19).
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FIGURA 19 - PEROXIDAGAO LIPIDICA EM EMBRIOES DE GALLUS GALLUS EXPOSTOS AO
ARSENIO E A MISTURA DE ARSENIO E CHUMBO
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**Resultado significativamente diferente do veiculo (p<0,01). Média e erro padrdo da média. n= 6
pools.

4.8 Avaliacdo da expressao de caderina e B-catenina em embrides expostos ao

chumbo inorganico.

Nessa analise foram utilizados embrides inteiros, portanto as alteracdes
observadas se referem ao embrido e ndo a uma regido especifica. Os resultados
obtidos mostraram uma diminuicdo acentuada na expressao de moléculas da familia
das caderinas nos embrides apos trés dias de exposicdo ao chumbo inorganico. Em
compensacgao foi observado um aumento na expressdao das mesmas moléculas em
embrides apds 7 dias de exposi¢ao (Fig. 20A). Um comportamento contrario foi
observado na analise das [(3-catenina. Em embrides apos trés dias de exposicdo ao
chumbo, houve uma diminuicdo na expressao da B-catenina, quando comparado ao
grupo controle, e em embrides apds sete dias de exposicdo foi observado um
aumento na quantidade dessas moléculas (Fig. 20B). Nenhum desses resultados
mostrou diferencas estatisticas, mas pode-se destacar uma variagdo que sugere um
aumento ou diminui¢cao na expressao dessas moléculas. O grafico da expressao das

caderinas nao apresenta média e erro padrdo da média porque € o resultado de um
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unico experimento. Ja o grafico da expressao da B-catenina foi obtido com os

resultados de trés experimentos individuais.

FIGURA 20 - ANALISE DE WESTERN BLOTTING DA EXPRESSAO DA PAN-CADERINA E DA B-
CATENINA EM EMBRIOES DE G. GALLUS EXPOSTOS AO CHUMBO
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A: expressao da pan-caderina. B: expressao da B-catenina. (p < 0.05). Média e erro padrao da média.

4.9 Avaliagdo da expressédo de caderina e [(-catenina em embrides expostos ao

arsénio e a mistura com chumbo.

Como observado para os embrides expostos ao chumbo, os resultados
mostram um pequeno aumento na expressao das caderinas nos embrides apos trés
dias de exposi¢ao ao arsénio isolado e um aumento mais destacado nos embrides
expostos com a mistura de ambos os contaminantes. Em compensagéo foi
observada uma diminuicdo na expressdo dessas mesmas moléculas em embrides
apo6s 7 dias de exposigcao (Fig. 21A). Na analise da B-catenina foi observada uma
reducdo na expressao tanto em embrides apos 3 quanto em 7 dias de exposi¢cao
(Fig. 21B). Apesar de nenhum desses resultados mostrarem significancia estatistica
pode-se destacar as diferencas visuais entre os grupos, mostrando um aumento ou
diminuicdo na expressao dessas moléculas. O grafico da expressao das caderinas
nao apresenta média e erro padrdo da média porque € o resultado de um unico
experimento. Ja o grafico da expressédo da [3-catenina foi obtido com os resultados

de trés experimentos individuais.
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FIGURA 21 - ANALISE DE WESTERN BLOTTING DA EXPRESSAO DA PAN-CADERINA E DA B-
CATENINA EM EMBRIOES DE G. GALLUS EXPOSTOS AO ARSENIO E A MISTURA
DE ARSENIO E CHUMBO
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A: expressdo da pan-caderina. B: expressao da B-catenina. (p < 0.05). Média e erro padrao da média.

4.10 Imunomarcacgao das proteinas caderina e (3-catenina em embrides expostos ao

chumbo

Nesse experimento foram utilizados apenas embrides com trés dias de
incubacado e a quantificagdo das marcagdes foi realizada na regido do tubo neural
para as caderinas (Fig. 22) e na regido da vesicula optica para a p-catenina (Fig.
23). As anadlises com imunomarcagao de moléculas da familia das caderinas
mostrou um aumento na expressao dessas moléculas quando os embrides foram
expostos a uma menor quantidade de chumbo (Fig. 22 e Fig. 24.). Ja na
quantificacdo da [B-catenina foi observada uma queda significativa da sua expresséo
nas duas concentragdes de chumbo, quando comparadas com o grupo controle (Fig.
23 e Fig. 24). Esses resultados sao coerentes com os observados na analise por

Western Blotting.
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FIGURA 22 - SECCOES DO TUBO NEURAL IMUNOMARCADO COM PAN-CADERINA EM
EMBRIOES APOS 3 DIAS DE EXPOSIGAO AO CHUMBO

A: Controle. B e C: 1,5 ng/ovo de Pb. D e E: 150 ng/ovo de Pb. Observar a marcagéo positiva para
pan-caderina em marrom na regido do tubo neural. NT: Tubo neural, EE: ectoderma epidérmico e not:
notocorda. Barra de escala = 50 uym.
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FIGURA 23 - SECGOES DA VESICULA OPTICA IMUNOMARCADA COM B-CATENINA EM
EMBRIOES APOS 3 DIAS DE EXPOSIGAO AO CHUMBO

A: Controle. B e C: 1,5 ng/ovo de Pb. D e E: 150 ng/ovo de Pb. Observar a marcagéo positiva para [3-
catenina em marrom na regido da vesicula optica (cristalino, retina e epitélio pigmentado da retina).
C: cristalino, RE: retina e RPE: epitélio pigmentado da retina. Barra de escala = 100 um.
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FIGURA 24 - EXPRESSAO DE PAN-CADERINA NA REGIAO DO TUBO NEURAL E DE B-
CATENINA NA REGIAO DA VESICULA OPTICA EM EMBRIOES EXPOSTOS AO
CHUMBO
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***Resultado significativamente diferente do veiculo (p<0,0001). Média e erro padrdo da média.

4.11 Imunomarcagao das proteinas caderina e B-catenina em embrides expostos ao

arsénio e a mistura com chumbo.

As analises com imunomarcagdo de moléculas da familia das caderinas
mostrou um aumento na expressdo dessas moléculas, tanto na exposi¢cdo ao
arsénio como na mistura com o chumbo, no entanto, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos (Fig. 25 e Fig. 27.). J4 na expressao da B-catenina foi
observado um aumento significativo para os embrides expostos aos dois valores
nominais testados de arsénio quando comparadas com o controle. Nos embrides
expostos a mistura dos dois contaminantes foi observada uma queda na expressao
de B-catenina, mostrando-se estatisticamente significativa quando comparada com o
controle (Fig. 26 e Fig. 27).
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FIGURA 25 - SECCOES DO TUBO NEURAL IMUNOMARCADO COM PAN-CADERINA EM
EMBRIOES APOS 3 DIAS DE EXPOSIGAO AO ARSENIO E A MISTURA DO

ARSENIO COM O CHUMBO

A: Controle. B: 1,5 ng/ovo de As. C: 15 ng/ovo de As. D: Mistura de arsénio e chumbo.Observar a
marcacgao positiva para pan-caderina em marrom na regido do tubo neural. NT: Tubo neural, EE:
ectoderma epidérmico e not: notocorda. Barra de escala = 50 uym.
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FIGURA 26 - SECGCOES DA VESICULA OPTICA IMUNOMARCADA COM B-CATENINA EM

EMBRIOES APOS 3 DIAS DE EXPOSICAO AO ARSENIO E A MISTURA DO
ARSENIO COM O CHUMBO

Observar a marcagéo positiva para B-catenina em marrom na regido da vesicula 6ptica (cristalino,
retina e epitélio pigmentado da retina). Controle (A), 1,5 ng/ovo de As (B), 15 ng/ovo de As (C) e

Mistura (As + Pb) (D). C: cristalino, RE: retina e RPE: epitélio pigmentado retiniano. Barra de escala =
100 pm.
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FIGURA 27 - EXPRESSAO DE PAN-CADERINA NA REGIAO DO TUBO NEURAL E DE B-
CATENINA NA REGIAO DA VESICULA OPTICA EM EMBRIOES EXPOSTOS AO
ARSENIO E A MISTURA DO ARSENIO COM CHUMBO
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Intensidade relativa da marcagao
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**Resultado significativamente diferente do veiculo (p<0,01). ****Resultado significativamente
diferente do veiculo (p<0,0001). Média e erro padrao da média.

4.12 Teste de temperatura e tempo de armazenamento de amostras

Nas amostras frescas, que foram coletadas e logo em seguida
homogeinizadas e analisadas, n6s observamos diferenga estatistica apenas na GSH
(Fig. 28A), sendo que a concentragédo de glutationa e outros tidis n&o proteicos foi
maior nas amostras armazenadas no freezer -80°C. Na atividade da catalase e da
GST notamos um pequeno aumento nas amostras que ficaram no freezer -80°C,
mas sem diferencga significativa (Fig. 28B e C). Com a anadlise desses resultados das
amostras frescas ja foi possivel validar os resultados das nossas amostras sob
suspeita de estarem sob efeito das diferengas entre as temperaturas na preservacao
das amostras. Nas amostras que ficaram trés meses armazenadas ndo houve
diferenca significativa em nenhuma das analises realizadas (Fig. 29A, B e C).

De acordo com esses resultados podemos afirmar que ndo ha diferenga na
atividade significativa das enzimas testadas, pelo fato de armazenar amostras em
freezer -80°C ou -20°C. Aparentemente ndo ha degradacdo das enzimas por
permanecerem em temperaturas inferiores a -80°C. Infelizmente n&o foi possivel
comparar estatisticamente as amostras frescas com as armazenadas porque as

analises nao foram realizadas ao mesmo tempo.



nanomoles de tiis x mg de prot”’

nanomoles de tidis x mg de prot”

-
=)
1

]
1

FIGURA 28 — ANALISES BIOQUIMICAS DAS AMOSTRAS FRESCAS
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*Resultado significativamente diferente do veiculo (p<0,05). Média e erro padrdo da média. A:
Concentragdo de tidis nao proteicos como a GSH. B: atividade da glutationa S-transferase. C:

atividade da catalase.

FIGURA 29 — ANALISES BIOQUIMICAS DAS AMOSTRAS ARMAZENADAS POR 3 MESES
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5. DISCUSSAO

O feto em desenvolvimento representa um dos grupos mais vulneraveis da
populacdo humana, uma vez que apresenta uma alta taxa de proliferacédo e
diferenciagcao celulares e a capacidade de destoxificacdo ainda esta sendo
desenvolvida. A placenta fornece nutricdo e protecdo ao embrido/feto em
desenvolvimento, porém €& permeavel a agentes potencialmente tdxicos. Esses
agentes podem causar efeitos no desenvolvimento do feto, que irdo se refletir na
vida do individuo (BOEKELHEIDE et al., 2012). Diversos metais, como o chumbo e o
arsénio, tem a capacidade de atravessar a barreira placentaria por difusdo. O
chumbo apresenta uma elevada captacao ativa pelo embrido de ave, apresentando
uma grande influéncia teratologica durante o desenvolvimento embrionario (MAS;
AROLA, 1985).

As malformagdes que foram observadas nos embrides de G. gallus expostos
ao chumbo (Pb), arsénio (As) e mistura de ambos nos tempos E3 e E7 podem estar
relacionadas com o surgimento de diferentes defeitos congénitos no futuro. Além
disso, as similaridades morfologicas apresentadas pelos embrides de vertebrados
nesses estadios podem permitir, com alguma ponderagao, extrapolar os resultados
obtidos com os embrides de ave para os embrides de mamiferos e humanos. Apesar
das vantagens na utilizagdo deste modelo, foram encontradas dificuldades para se
conseguir um numero suficiente de embrides de 3 dias para a realizagdo das
analises, principalmente nos parametros bioquimicos e moleculares, o que
impossibilitou a aplicagdo de uma diversidade maior de analises. Neste estagio os
embrides sdo mais frageis e possuem tamanho reduzido o que dificulta a coleta e a
obtencdo de quantidade suficiente de material bioldgico para essas analises, sendo
necessaria a construgao de pools de individuos.

Em termos gerais, os resultados apresentados neste trabalho mostraram que
as concentracbes de chumbo, arsénio ou da mistura binaria entre eles foram
potencialmente toxicas, pois aumentaram significativamente o indice de mortalidade
e a incidéncia de malformagdes nos embrides de G. gallus. Nos embrides expostos
por 3 dias ao chumbo, as taxas foram dependentes da concentragcdo, sendo a maior
concentragao responsavel pelo maior indice de mortalidade embrionaria. Mas essas

alteracbes nao foram dependentes da concentracdo nos embrides expostos ao
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arsénio e também com a mistura, ou mesmo nos embrides apos 7 dias de exposi¢cao
ao chumbo, com exce¢do da maior concentracdo do arsénio que foi letal. Isso
sugeriu que, apesar das maiores concentragdes terem sido as responsaveis por um
numero maior de embrides mortos ou malformados, as menores concentracoes
também desencadearam alteragbes morfolégicas significativas e que podem ter
levado a alteragcbes importantes em estagios mais avangcados do desenvolvimento
ou mesmo apos o0 nascimento. Os resultados demonstraram, portanto, que a
contaminagao por chumbo e arsénio podem desencadear alteragcbées que dificultam
ou inviabilizam a realizagdo de determinadas fungdes biolégicas, como a procura por
alimento e locomocgao. Estes sédo fatores necessarios para a sobrevivéncia apos o
nascimento de qualquer organismo, e no caso dos embrides de G. gallus, podem
estar aumentando ainda mais a incidéncia de mortalidade causada pelos
xenobioticos testados.

Diversos metais como o chumbo ou metaldides como o arsénio possuem a
capacidade de atravessar a barreira placentaria por difusdo, ocasionando
malformagdes em embrides/fetos (AL-SALEH et al., 2011; ESTEBAN-VASALLO et
al., 2012; RUDGE et al., 2009). Ja foi documentado que o chumbo e arsénio s&o
biodisponiveis para o embrido de ave, apresentando uma grande influéncia
teratologica durante o desenvolvimento embrionario (MAS; AROLA, 1985). Estes
foram argumentos corroborados pelos resultados do presente estudo.

Ja tem sido largamente descrito que o Pb e o As s&o toxicos para animais e
para os seres humanos (BRESSLER; GOLDSTEIN, 1991; JIN et al., 2006; ZHONG
et al.,, 2010; SATTAR et al., 2016). Estes dois elementos inorganicos tem atraido
uma maior atengao por serem carcinogénicos para humanos e bem conhecidos por
causar intoxicagdes cronicas em organismos de diferentes regides do planeta. No
entanto, a compreensao do real risco de exposicdo humana ainda encontra-se em
aberto. Além do mais, muito pouco se sabe sobre a interagao entre estes elementos,
0 que pode afetar sua biodisponibilidade e, consequentemente, seu efeito toxico.
Segundo Diacomanolis e Noller (2013) e Ollson e colaboradores (2017), a
biodisponibilidade de metais e metaldides pode ser altamente variavel nas
populacdes por ser influenciado por uma variedade de fatores, incluindo sua forma
quimica. Neste caso, pode-se sugerir, com os dados deste estudo, que embrides
humanos expostos aos poluentes testados podem também ser alvos de alteragdes

como as encontradas no presente estudo. Mas € importante que tais relagdes sejam
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construidas dentro de alguns critérios avaliando principalmente em que nivel os
dados podem ser aplicados para populagées humanas.

Os dados de mortalidade e incidéncias de malformacdes observadas neste
trabalho foram, na sua grande parte, desencadeadas pela exposicdao aos
contaminantes, uma vez que estes influenciaram um aumento significativo de varios
parametros considerados importantes na avaliagcdo dos efeitos toxicos para os
sistemas biologicos. Em especial, os resultados sugerem que os danos observados
na formacdo embrionaria durante periodos criticos do desenvolvimento podem, de
forma irreversivel, comprometer a sobrevivéncia destes individuos ainda na vida
intrauterina. Por outro lado, sabe-se que outros fatores externos, como nutricionais e
hormonais, também podem influenciar o desenvolvimento embrionario (RAHMAN et
al., 2016).

Periodos criticos do desenvolvimento sdo aqueles em que um organismo é
mais receptivo ou vulneravel a influéncias externas, incluindo a exposi¢gao a agentes
quimicos. Durante o desenvolvimento embrionario de aves foram descritos alguns
periodos considerados bastante criticos, sendo dois deles, o pré-oviposital e o de
pré-incubagao. O periodo pré-oviposital ocorre no oviduto da galinha, dura cerca de
18 a 20 horas e nesse periodo acontece uma intensa multiplicacao e diferenciacao
celular. O periodo de pré-incubagédo ocorre entre a oviposi¢cao e a incubacéo e é
quando o desenvolvimento embrionario deve parar. As condi¢cbes de temperatura,
umidade e o periodo da parada do desenvolvimento embrionario influenciam a
viabilidade embrionaria e a retomada do desenvolvimento apdés a incubacao.
Dependendo do estagio do desenvolvimento embriondario na oviposigdo, a
sensibilidade do embrido durante a estocagem é diferente. A mortalidade
embrionaria devido a fatores relacionados com as condigdes de estocagem e
estagio do desenvolvimento pode ocorrer tdo logo o embrido seja colocado na
incubadora, dificultando a separagcdo dessas mortes da infertilidade (GONZALES,
2005; SANTANA et al., 2014). Isso sugere que a mortalidade observada neste
trabalho pode ter sido maior que a relatada, uma vez que ovos sem embrido visivel
foram considerados inférteis e descartados.

O arsénio, cadmio, chumbo e mercurio sdo descritos como elementos
quimicos que desregulam o sistema enddcrino. Esses desreguladores enddcrinos
interagem com o sistema hormonal e interferem na regulacdo de eventos

relacionados com a gravidez e no desenvolvimento e crescimento do feto. A
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exposigao ao chumbo e ao arsénio esta associada ao aborto espontaneo, a morte
fetal e a morte neonatal (RAHMAN et al., 2016). Esses dados sugerem que as taxas
de mortalidade que foram aqui observadas podem ser resultado, pelo menos em
parte, de uma desregulacdo enddocrina provocada pela exposicdo a estes
contaminantes. O uso do modelo de embrido de aves néo sofre interferéncia dos
fatores humorais como observado em mamiferos. Isto pode por um lado destacar
esse tipo de modelo pois é identificado apenas o efeito do xenobidtico testado sobre
o feto. Por outro lado, pode depor contra, pois ndo reflete exatamente o que
aconteceria no caso de popula¢gdes humanas.

O chumbo e o arsénio atravessam a barreira placentaria e acumulam-se no
neuroepitelio do embrido, o que induz malformagdes congénitas, tais como defeitos
do tubo neural (DTNs) (SONG et al., 2012). A administracdo de arsénio em embrides
de galinha leva a redugao da viabilidade embrionaria, do peso corporal do embrido e
da area vascular extraembrionaria, acompanhada por um aumento significativo da
incidéncia de falha de fechamento da extremidade caudal do tubo neural (SONG et
al., 2012). A agua potavel contendo baixa concentracdo de uma mistura quimica
(arsénio, benzeno, cadmio, chumbo, e tricloroetileno) diminuiu significativamente a
producado e o peso dos ovos e aumentou o percentual de mortalidade embrionaria.
Estes resultados sugerem que a funcéo reprodutiva em galinhas é sensivel aos
efeitos adversos da agua potavel contaminada (VODELA et al., 1997). Nossos
resultados corroboram com esses dados in vivo, uma vez que foi observado, nos
embrides expostos ao chumbo, arsénio e com a mistura de ambos, um aumento
significativo na taxa de mortalidade e no numero de embrides com alteragbes
neuronais. A maior taxa de mortalidade observada nos embrides expostos ao
arsénio e com a mistura, quando comparados com o chumbo, também pode ser
explicada pelo fato do arsénio apresentar uma alta capacidade em desencadear
apoptose em células animais (CHEN et al., 1996; COHEN et al., 2016; GARGIONI et
al., 2006).

Os resultados, como descrito no presente estudo, evidenciaram, com as
malformagdes encontradas, que tanto o chumbo como o arsénio administrados de
forma isolada ou em mistura, podem ser responsaveis por uma agao teratogénica no
embrido. Estas evidéncias foram marcadas pelas alteracbes descritas na torcdo e
formagdo das flexdes cranianas e cervicais (curvatura do corpo), falhas de

fechamento do tubo neural e malformacdes encefalicas e caudais. Estes achados
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foram corroborados pela exposicdo até o quarto dia de desenvolvimento,
considerado um dos periodos criticos do desenvolvimento embrionario das aves. Até
o quarto dia é o periodo da organogénese, quando comega a formacéo inicial dos
orgaos. Além disso, durante os primeiros quatro dias, o embrido vira para o lado
direito através de um processo de torcido e desenvolve as flexbes cranianas e
cervicais distintas (PATTEN, 1971). A partir deste periodo e até o 11° dia comeca a
secregao de diversos hormdnios, e € nessa fase que ocorrem movimentacoes
importantes para o correto posicionamento do embrido no nascimento, mas nesse
periodo a mortalidade embrionaria € normalmente baixa (GONZALES, 2005). Este
ciclo, no entanto, foi alterado pelo chumbo e arsénio, pois os dados de mortalidade e
malformacdo encontrados com a exposicdo a esses contaminantes mostraram
valores significativamente maiores. Todos estes fatores devem-se a vulnerabilidade
dos embrides durante estes periodos criticos, onde qualquer alteragdo ou
interrupcdo ocorrida nesses momentos pode resultar em morte embrionaria ou
malformacgéo, com consequéncias imprevisiveis para o recém-nascido ou para a vida
adulta (DEWITT et al., 2005).

Os resultados descritos neste trabalho foram realizados com a inje¢cdo dos
contaminantes no tempo EO, antes do ovo ser incubado, estando, portanto, com o
desenvolvimento estacionado em blastula. Desse modo, os embrides foram
expostos ao Pb e As praticamente desde o comeg¢o do desenvolvimento. Foi
observado aumento significativo de malformagdes no nivel da regido encefalica nos
embrides de 3 e 7 dias, além dos varios defeitos no tubo neural. Estes fortes indicios
de malformacao encefalica observada corroboram com a literatura que descreve a
relagdo da exposicdo por estes contaminantes durante estagios iniciais do
desenvolvimento, com a ocorréncia de déficits intelectuais, disfungdes cognitivas e
déficits do desenvolvimento motor e de memodria pos-natal (DURSKA, 2001,
MULLER et al., 2008; ZHONG et al., 2010).

Em estudo recente, foi avaliado se a exposi¢cado in dtero a alguns metais
toxicos como mercurio, cadmio, chumbo e arsénico esta associada a um risco
elevado de danos ao tubo neural (DTNs). Foi observado que os individuos com DTN
estéo relacionados com os niveis mais elevados dos contaminantes na placenta (JIN
et al., 2013). No entanto, ainda de acordo com os mesmos autores, sS40 necessarios
mais estudos para avaliar a exposicao em tempo real durante as janelas de tempo

criticas do desenvolvimento de DTN. Estes danos estdo relacionados com o nao
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fechamento do tubo neural, causando diferentes malformacdes, como anencefalia e
mielomeningocele, dependendo da regido afetada. As manifestagbes clinicas
associadas a essas malformacgdes sdo variadas, e envolvem a hidrocefalia, retardo
no desenvolvimento mental e no crescimento, problemas de visdo, convulsées,
disturbios geniturinarios, gastrointestinais e malformacdes nas vértebras (COPP et
al., 2013). Nos resultados foi observado um alto indice de malformagdes em regides
encefalicas e falhas de fechamento do tubo neural, colaborando com dados que
sugerem que a contaminagédo por chumbo e arsénio aumenta o risco de danos ao
sistema nervoso central. Além disso, a injecdo dos contaminantes, no presente
estudo, foi realizada antes do ovo ser incubado, expondo os embrides durante os
principais periodos criticos do desenvolvimento neuroldgico, sendo observado um
aumento significativo nos danos neurolégicos nos embrides apdés 3 e 7 dias de
exposicao.

Também foram observados diversos embrides que, além das malformagdes
encefalicas, apresentaram danos nas vesiculas opticas. Uma possivel causa pode
ser uma interferéncia causada pelos contaminantes na via de sinalizagdo Wnt3a.
Essa via de sinalizacéo é critica para a formacao de miotubos e neurbnios durante a
diferenciagao de células tronco embrionarias de ratos. O chumbo e o0 arsénio agem
em uma populacdo especifica de células progenitoras denominadas células
especificadoras da borda da placa neural (NPBS), reduzindo a expressao de sinais
necessarios para diferenciacdo de células precursoras de musculos esqueléticos e
neurdnios sensoriais, suprimindo a miogénese e a neurogénese (MCCOY et al.,
2015). Essa via de sinalizagdo também esta envolvida com o destino espacial e
temporal do epitélio pigmentado da retina, e a interferéncia dos contaminantes nesta
via pode alterar a formagcao das vesiculas Opticas. Estes resultados indicam que o
chumbo e o arsénio alteram a interacao entre multiplas vias de sinalizacio, levando
a reducdo da diferenciacdo de células tronco e alteracdo na formagao de diversas
estruturas embrionarias (BAIN et al., 2016; FUJIMURA et al., 2009; HAYASHI et al.,
2016; NAKAGAWA et al.,, 2003; SAKAKURA et al., 2016). Todos estes eventos
podem comprometer significativamente n&o somente o desenvolvimento e a
sobrevivéncia do feto e do recém-nascido, como também o desenvolvimento e a
sobrevivéncia na vida adulta.

Os embrides incubados por 3 dias apresentaram um indice maior de algumas

malformacodes, como falhas de fechamento do tubo neural e alteragdes encefalicas e
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da curvatura corporal, quando comparados com os embrides expostos por 7 dias.
Isto pode ser explicado pela prépria gravidade da lesdo, que impossibilitou que o
embrido se desenvolvesse até o sétimo dia. Isto significa que este tipo de mal
formacéao é letal para o individuo impedindo que a mesma se desenvolva e possa
ser observada no embridao mais desenvolvido. Por outro lado, Han e colaboradores
(2011) descreveram que o arsénio sédico induz defeitos do tubo neural, como
espinha bifida oculta, associado ao estresse oxidativo. Estes dados podem ajudar a
explicar os resultados apresentados, uma vez que foram observadas malformacdes
no tubo neural dos embrides de trés dias, mas que ndo foram identificadas nos
embrides expostos por 7 dias, provavelmente por serem malformagdes internas e
nao visiveis externamente.

Outros dados que também podem explicar porque algumas malformacdes
nao foram identificadas nos embrides expostos por 7 dias, € que a exposi¢cao ao
chumbo e ao arsénio induz a morte de células neuronais e a alteragdo da
morfologia, particularmente do neurénio em crescimento e do seu citoesqueleto.
Essas alteragbes podem levar a uma perda progressiva de células que,
acompanhada pela alteracdo das estruturas neuronais e do citoesqueleto, é
considerada a principal caracteristica patolégica dos disturbios neurodegenerativos.
A neurotoxicidade induzida pelos contaminantes pode contribuir para o mecanismo
etiologico de algumas doencgas neurodegenerativas (AUNG et al., 2015).

McDermott e colaboradores (2012) descreveram que a deficiéncia intelectual
(DIl) é previamente classificada como retardo mental, uma deficiéncia vitalicia
definida como "Funcédo intelectual submediana significativa”, existente
simultaneamente com déficits no comportamento adaptativo e manifestada durante o
periodo de desenvolvimento. As causas conhecidas incluem anormalidades
genéticas e cromossOmicas, infecgdes, exposigdes quimicas e lesdes intencionais e
nao intencionais. Arsénio, chumbo e mercurio sao toxicos para o desenvolvimento e
foram associados com DI mesmo em baixos niveis de exposi¢cao. Uma vez que a DI
geralmente ndo € diagnosticada até que uma crianga ndo atenda aos marcos de
desenvolvimento, a associagdo entre as exposi¢des in utero e os resultados na
crianga sempre contornou a questdo de quando a exposi¢cao ocorre, antes ou depois
do nascimento. Concentragcdes de arsénio foram associadas com DI durante o
primeiro trimestre de gravidez e o Hg foi associado com DI no inicio da gravidez e

nos dois primeiros anos da infancia (MCDERMOTT et al.,, 2012). As doencgas
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neurodegenerativas, muitas vezes, s6 sdo diagnosticadas pds-nascimento ou na
vida adulta por n&o apresentarem alteragdes morfolégicas visiveis durante o
desenvolvimento embrionario e fetal. Isso mostra que, apesar de observarmos
embrides sem alteragcdes no tubo neural e na regido encefélica, ndo significa que os
contaminantes nédo tenham causado danos no desenvolvimento. As malformacgdes
internas e nao visiveis externamente podem desencadear alteragdes importantes em
estagios mais avangados da vida e portanto, outros biomarcadores sdo necessarios,
a nivel molecular, para uma melhor compreenséo dos reais efeitos destes metais
para o desenvolvimento embrionario.

Neste estudo também foram identificadas alteracdes na curvatura do corpo e
comprimento da regido caudal. Essas malformacbdes sdo compativeis com futuras
alteracgdes na coluna vertebral. A sindrome da regressédo caudal é uma malformagao
dos segmentos inferiores da coluna vertebral e medula espinhal, causando
encurtamento do tronco, que pode variar de agenesia parcial do céccix a agenesia
lombossacral (BAYRAKTUTAN et al., 2015; SEN; PATEL, 2007). A lordose e a
escoliose sdo consequéncias da formagdo e/ou segmentacdo anormal das
vértebras, podendo estar associadas a alteragbes cardiacas, urogenitais e
neuroldgicas, dependendo da severidade da alteracdo (LONSTEIN, 1999). Estes
dados, associados aos neurologicos descritos anteriormente, mostraram claramente
o grande potencial teratogénico pela exposicdo ao chumbo e arsénio.

A utilizagdo de dois estadios de desenvolvimento (3 e 7 dias) permitiu a
andlise da progressao das malformagbes em dois periodos criticos para o
desenvolvimento do embrido. O terceiro periodo critico que vai do primeiro ao quarto
dias, quando o embrido se adapta as condigbes de incubacédo e sdo retomadas a
proliferacdo e diferenciacdo celulares, e quando a temperatura e exposi¢cdo a
agentes téxicos influencia grandemente o correto desenvolvimento. E o quarto
periodo critico que vai do 5° ao 18° dia, quando comeca a secrecdo de diversos
horménios, e é nessa fase que ocorrem movimentagcdes importantes para o correto
posicionamento do embrido no nascimento (CHRISTENSEN, 2001). Esta parte do
desenho experimental tornou possivel relacionar a falha na formacao da parede do
corpo vista em embrides de 3 dias com a gastrosquise observada em embrides com
7 dias. Este tipo de dano na parede do corpo é caracterizado pela presenca de
abertura na regiao abdominal, levando a possivel extrusao de visceras e deve-se ao

fechamento anormal da parede ventral pelas dobras da parede lateral do corpo. De
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forma mais complexa, estes danos geram além da gastrosquise, a ectopia cordis
(coracéo total ou parcialmente para fora da cavidade toracica) e extrofia da bexiga,
dependendo da localizagao da lesdo (SADLER; FELDKAMP, 2008).

Os defeitos do tubo neural tém sido associados, em humanos, com o
aumento da producao de espécies reativas e diminuigcdo das defesas antioxidantes
(GRAF et al., 1995; GROENEN et al., 2004; MARTIN et al., 2004). Niveis de
marcadores de estresse oxidativo, como proteinas carboniladas, foram maiores no
soro de mulheres gravidas de bebés com defeitos do tubo neural do que no soro de
mulheres com bebés recém nascidos a termo saudaveis, sugerindo que o estresse
oxidativo esta presente em mulheres gravidas de bebés afetados por defeitos do
tubo neural e pode estar associado a um maior risco de ocorréncia desses defeitos,
como a anencefalia e a mielomeningocele (YUAN et al., 2015).

Existem poucos dados sobre a disfungdo redox em embrides de vertebrados.
Cazorla e Barron (1958), quantificaram a GSH em ovos e embrides e constataram
que o conteudo de GSH aumenta exponencialmente do segundo ao décimo primeiro
dia de incubacédo. Até 140 horas, o aumento se da pelo transporte da GSH da gema
para o embrido e a partir desse periodo inicia-se a sintese de GSH pelo corpo do
embrido, quando o figado torna-se funcionalmente ativo.

Segundo Surai e colaboradores (2016), em embrides o nivel metabdlico e o
consumo de oxigénio aumenta muito rapidamente durante o desenvolvimento e com
isso naturalmente ha o aparecimento de varios agentes pré oxidantes celulares.
Portanto, € de se esperar que o mecanismo antioxidante esteja disponivel ja nos
estagios iniciais de desenvolvimento, através da presencga de enzimas antioxidantes
como a SOD, GSH-Px e catalase. No entanto, ainda segundo esses autores, parece
que este mecanismo antioxidante € mais dependente de um balango entre a
suplementagcdo com antioxidantes naturais pela alimentagcdo e a geragdo de
especies oxidantes, e menos dependente dos mecanismos antioxidantes
enzimaticos classicos.

Os resultados desse estudo mostraram que ha um aumento na quantidade de
GSH e GST nos embrides expostos ao chumbo, quando comparamos com o0s
embrides controle de 3 e de 7 dias, confirmando indicios da presenga de um sistema
antioxidante no decorrer do desenvolvimento embrionario. Um aumento na atividade
da GST sugere um aumento no metabolismo, o que seria normal em se tratando de

embrido em pleno desenvolvimento, mas revela também um mecanismo de
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eliminacdo de moléculas pré oxidantes organicas pela conjugagdo com a GSH.
Assim, um aumento no sistema GSH/GST observado do 3° para o 7° dia de
incubacdo poderia estar protegendo o embrido contra as condigdes oxidantes. Neste
caso parece oportuno mencionar que o sistema GSH-Px parece ser um mecanismo
natural como primeira linha da defesa antioxidante principalmente no dia 7, quando
inicia um decréscimo na disponibilidade de antioxidantes externos naturais em
embrides de aves. Neste momento, a catalase passa a ter um papel menos
expressivo, visto que diminui ao longo do desenvolvimento. A catalase tem um pico
em 10 dias, aumenta apos o nascimento e volta a ter um papel natural removendo
peréxido de hidrogénio e hidroperoxidos lipidicos das células. Um aumento na
atividade da GST pode também ser uma fonte para a produgcdo de perdxido de
hidrogénio, naturalmente observados quando ha uma maior ativagdo do
metabolismo celular.

Nos embrides de 3 dias contaminados com chumbo nao houve aumento na
carbonilagdo de proteinas, sugerindo que o chumbo pode estar agindo em outras
moléculas bioldgicas ou que o sistema antioxidante esteja conseguindo evitar os
danos causados pelo estresse oxidativo desencadeado, uma vez que os valores de
GSH aumentaram. Neste caso, de acordo com Surai e colaboradores (2016) a
produgao de acido ascorbico pela membrana do saco vitelinico que aumenta até o
dia 8 aproximadamente, poderia desenvolver um papel importante, pois funciona
como um potente agente antioxidante. Isto revela que esta molécula pode estar
agindo como um antioxidante no momento em que o mecanismo classico ainda néo
foi totalmente desenvolvido.

Nos embrides de 7 dias, a menor concentracdo de chumbo também nao
aumentou significativamente a concentragao de proteinas carboniladas, o que pode
sugerir que esta concentragdo nao leva a danos significativos as células ou que os
danos sejam menores. Por outro lado, também ¢é possivel que as moléculas
antioxidantes provenientes dos componentes nutritivos do ovo estejam minimizando
tais efeitos. Esta hipotese pode ser corroborada com os dados de 7 dias, onde, na
maior concentracdo, foi observada uma correlagdo positiva com o aumento de
carbonilagdo de proteinas assim como um aumento na atividade da GST. Os valores
baixos de GST para o dia 3 na menor concentragcdo de chumbo também corroboram
este resultado, demonstrando que o sistema antioxidante ndo parece ser o mais

importante nesta fase do ciclo embrionario, e ndo esta sendo ativado, esta sendo
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pouco exigido ou outras moléculas como o acido ascorbico podem estar
desempenhando este papel. Um aumento na atividade da GST sugere também um
efeito direto da exposicdo ao chumbo ou um aumento na producdo de espécies
reativas, que podem vir a atacar biomoléculas e assim desencadear danos
oxidativos como a carbonilagao das proteinas observada em embrides de 7 dias.

A diferenga de resultados da carbonilagdo de proteinas encontrada entre os
embrides de 3 e 7 dias pode também se dar pelo tempo de exposi¢ao do embrido ao
contaminante e com o sistema antioxidante presente, visto que a catalase tem um
papel menos expressivo ao longo do desenvolvimento. Ainda neste contexto, o
aumento da expressao da GSH-Px (ndo avaliada) teria um papel primario na defesa
antioxidante nesta fase, removendo o peroxido de hidrogénio liberado pelo
metabolismo aumentado. Se por um lado 3 dias significa um tempo de exposigao
mais curto, o embrido teria a disposicdo todas as moléculas antioxidantes
provenientes do suprimento alimentar, o que levaria a menos danos oxidativos
cumulativos. Ja com 7 dias, o tempo de exposigdo ao contaminante € maior e,
portanto, os danos oxidativos causados pelo contaminante também podem ser mais
expressivos, pois acumularia os efeitos do chumbo no aumento das espécies
reativas ou diretamente inibindo o mecanismo antioxidante. O aumento na
concentragao de proteinas carboniladas nos embrides apos 7 dias de exposi¢cao a
maior concentragdo de chumbo mostra que o metal aumenta a criagcdo de espécies
reativas e com isso interfere no equilibrio éxido redutor celular tendendo a um
estado pré oxidante. Estes efeitos podem explicar o aumento da incidéncia de
malformacodes descritas no embrido.

O arsénio (As) € um metaldide normalmente encontrado em formas orgéanicas
e inorganicas com diferentes estados de oxidagado. A forma inorganica (arsenito As-
[Il e arsenato As-v) é considerada mais toxica que a forma organica (metilarsonato e
dimetilarsinato) com leve ou nenhuma toxicidade em mamiferos. Sua toxicidade
depende principalmente dos estados de oxirredugao (As-lll ou As-v) e do nivel de
metilacdo durante o processo do metabolismo, sendo o As-lll o mais téxico.
Atualmente, as vias metabdlicas exatas do As ainda ndo foram esclarecidas em
seres humanos (SATTAR et al., 2016). Comparativamente, pelos dados gerados, os
efeitos morfologicos e de mortalidade dos embrides de G. gallus parecem nao ser
explicados pelos parametros bioquimicos analisados como descrito para o chumbo.

Os valores nominais do arsénio ndo se relacionam com os efeitos da mesma forma
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que o chumbo, pois 0 metabolismo € maior em 3 dias e os danos oxidativos em
proteinas e lipideos ndo apresentam significancia. O aumento observado nos niveis
de tidis nao proteicos, especialmente a GSH, podem sugerir seu papel na
biotransformagao do arsénio inorganico (iAs) dentro da célula, tornando-o menos
toéxico. A metilacdo do arsénio para sua excregao leva a um aumento na produgao
de ROS, o que também pode explicar o aumento nos niveis de PCO associado a um
aumento das espécies reativas pela agao direta do As. O arsénio é mais reativo com
grupos tidis de proteinas e, portanto, pode apresentar uma agdo mais deletéria na
molécula do DNA e ndo nos lipideos, como observado neste trabalho.
Diferentemente do observado para o chumbo, o arsénio mostrou um aumento na
atividade da GST e nos niveis de GSH, sugerindo eventos que indicassem um
desequilibrio pro-oxidante celular. Estes resultados vao de encontro a um aumento
na atividade da catalase, mesmo que n&o tenham apresentado significancia.

Embora os niveis de PCO nao tenham sido significativamente diferentes, os
resultados mostram que ha algum tipo de dano em proteinas, o que deve ser
considerado e discutido, visto que os danos moleculares neste tipo de molécula
celular sdo apoiados pela literatura, e podem refletir os efeitos independente da
ocorréncia de estresse oxidativo (LEVINE et al., 1994; OKADA et al., 2016; YUAN et
al., 2015). Metabolicamente, a entrada do iAs na célula ocorre através de proteinas
de membrana, incluindo aquaporinas e transportadores de fosfato inorganico (Pi). A
ATP sintase mitocondrial, que é capaz de usar iAs em vez de Pi para produzir ATP,
conjuga ADP com iAs, que é entdo reduzido pela glutationa (GSH) (NEMETI et al.,
2010). Para a excregao, no entanto, o Aslll € metilado com grupos metil doados pela
S-adenosilmetionina metiltransferase (SAM). Essas espécies de arsénio metilado
tém potencial carcinogénico através da indugao de uma série de efeitos genémicos e
epigenéticos, culminando em mudancgas transcriptdmicas e instabilidade gendémica
generalizada. No nivel epigenético, o arsénio causa uma alta demanda no pool
celular de grupos metil, levando a hipometilacdo global e hipermetilagdo de
promotores de genes especificos. A alta toxicidade do Aslll €, em parte, o resultado
de sua forte interagdo com os grupos tiol de proteinas, o que pode desencadear a
inativacdo e protedlise das principais proteinas supressoras de tumores. Varios
estudos sugerem que iAs ndo é capaz de se ligar diretamente ao DNA e, portanto,
nao € provavel que seja responsavel por danos mutacionais. Contudo, o arsénio

metilado derivado da biotransformacgéo tem demonstrado gerar rupturas no DNA
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através da formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS) (SAGE et al., 2017;
WANG et al, 2016). Sendo assim, o fato do As interagir com proteinas
preferencialmente faz deste metaldide um xenobidtico ambiguo do ponto de vista de
efeito, interferindo potencialmente em diferentes niveis dos mecanismos celulares.
Isto pode, de certa forma, explicar em termos comparativos o aumento de lesdes e
alteragdes encontradas nos embrides expostos a este elemento em detrimento do
chumbo.

Os estudos designados para o entendimento da toxicidade de efeitos isolados
de xenobidticos inclusive de metais toxicos, ndo se aplicam aos efeitos de interacao
quando estes sao estudados em misturas. Neste trabalho foi efetuada também a
exposigao do chumbo e arsénio em mistura binaria, com o intuito de investigar se,
em algum nivel de interacéo, os efeitos podem ser modulados. Isto é importante pois
em condi¢des naturais os organismos estdo sendo expostos a misturas de
contaminantes. Curiosamente, € observado nos disturbios bioquimicos avaliados
neste trabalho que a mistura interfere em algumas respostas nos niveis de GSH,
catalase e danos em fosfolipidios de membrana. O aumento na atividade da
catalase nos dois periodos de exposicdo avaliados acompanhados de uma
diminuicdo nos niveis de GSH foram fortes indicios de que a mistura dos dois
xenobidticos induzem um aumento na resposta antioxidante.

Os efeitos do As parecem nao se basear apenas no estresse oxidativo, mas
também na sua interacdo com proteinas de uma forma geral. E provavel que a
presenca do chumbo na mistura tenha sido a responsavel pela elevacdo nos niveis
de catalase nao observados antes na exposicao isolada do As. Quando avaliamos
os niveis de PCO, verificamos que estes diminuem significativamente quando os
embrides sdao expostos a mistura dos dois contaminantes, reforcando a hipotese
discutida acima. Por outro lado, estes dados ndo ajudam a explicar o aumento na
PCO observada no grupo exposto ao Pb na maior concentragdo e tempo de
exposicao, exceto pelo fato de que o Pb tenha um efeito maior na producédo de
estresse oxidativo nos embrides quando comparado ao As.

Diacomanolis e colaboradores (2013) demonstraram que a concentragdo e a
biodisponibilidade do arsénio sanguineo em ratos diminuem com a exposi¢céo
concomitante com o chumbo. Além disso, os parametros farmacocinéticos para o As
no sangue mostraram uma absorg¢ao e eliminagao mais rapidas deste metaldide na

presenca de Pb. Uma provavel explicacdo para estes achados €& que a co-
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administracdo com Pb poderia resultar na formagao de arseniato de chumbo, que é
menos soluvel. A formacao do arseniato de chumbo pode explicar as baixas taxas
de PCO e LPO observadas nos embrides contaminados com a mistura e reforgcando
o fato de que o efeito do Pb esta mais relacionado com a criacdo de um estado pré
oxidante celular. Uma vez que o arseniato de chumbo € menos soluvel, ele tende a
se depositar e ser menos reativo com biomoléculas celulares como as proteinas e os
lipideos.

Os tecidos embrionarios contém elevadas taxas de acidos graxos poli-
insaturados nos lipidios que sao alvos em potencial de espécies reativas, e por essa
razdo € esperado que as defesas antioxidantes ja estejam em pleno
desenvolvimento para a manutencao e integridade da embriogénese. No entanto,
parece claro também que a garantia deste tipo de defesa celular ndo se baseia
apenas na expressdao de enzimas antioxidantes, mas que a complementacao
alimentar possui um papel fundamental neste processo. Assim, os elevados niveis
de antioxidantes endoégenos no ovo e nos tecidos embrionarios constituem um
mecanismo adaptativo para a protecdo contra o estresse oxidativo. No entanto, a
presenca de antioxidantes naturais resultantes da dieta materna precisa ser
considerada. Em termos praticos, um aumento na suplementacdo materna vai
diminuir significativamente a suscetibilidade a peroxidagéo lipidica (SURAI et al.,
2016).

No sistema nervoso central dos vertebrados, os diversos tipos celulares sao
gerados em resposta aos sinais indutores provenientes de grupos de células
especializadas que funcionam como centros de organizagdo (CHIZHIKOV; MILLEN,
2005). Moléculas da familia das caderinas desempenham um importante papel
durante a formacéao e fechamento do tubo neural. Tipos diferentes de caderinas sao
expressas em locais e tempos diferentes, controlando, assim, a diferenciacdo e
formagédo da placa e tubo neural e das células da crista neural (DADY; DUBAND,
2017; VAN DE PUTTE et al., 2003).

Metais pesados, como o chumbo e o arsénio, podem afetar as funcdes de
diversos tipos de caderinas e podem interferir com a via de sinalizacdo wnt/(3-
catenina. Alteracbes no padrao e controle de expressdo dessas moléculas pode
desencadear diversos tipos de malformag¢des, como falha na formagao e fechamento
do tubo neural e das pregas cefalicas, e a ocorréncia de doengas neuropsiquiatricas,

como o autismo, doencga bipolar, esquizofrenia e doenca de Alzheimer (SEONG et
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al., 2015; YUAN et al., 2016). Camundongos com mutagcdes em receptores da via
Wnt/B-catenina apresentaram tubos neurais posteriores torcidos, falhas de
fechamento das dobras cefalicas, encéfalos subdesenvolvidos ou ausentes e
fechamento incompleto do tubo neural (MULLIGAN; CHEYETTE, 2012). Defeitos do
tubo neural também estdo sendo relacionados a hipometilagdo de genes envolvidos
com a via de sinalizacdo Wnt, através da inibicdo do metabolismo do folato (WANG
et al., 2015). Neste estudo foi demonstrado que a exposigdo ao chumbo e arsénio
pode afetar essa via de sinalizagdo, sugerindo que estas alteragbes sao
responsaveis pelas falhas de fechamento do tubo neural e falhas na formacao
correta do encéfalo observadas nas analises morfolégicas.

A via de sinalizagdo Wnt/B-catenina também esta envolvida com o complexo
processo de formacdo do olho. O olho de vertebrados € um 6rgao sensorial
altamente especializado, que € derivado da placa neural anterior, ectoderma da
superficie da cabegca e mesénquima da crista neural. Durante o desenvolvimento do
olho, a atividade da via de sinalizagdo Wnt/pB-catenina € bem controlada. A regulacéo
defeituosa dessa sinalizacido resulta em multiplas malformacdes oculares devido a
defeitos no processo de determinacdo e diferenciacdo do destino celular
(FUJIMURA, 2016), o que corroborou com nossos resultados, uma vez que
observamos uma diminui¢do na expressao de B-catenina, especialmente na regiao
da vesicula optica e a auséncia ou malformacao das vesiculas Opticas em varios
embrides expostos. Quando analisamos apenas a regido da vesicula Optica,
observamos que nos embrides expostos ao arsénio isolado ha um aumento na
quantidade de B-catenina, nos levando a sugerir que o arsénio tem um modo de
acao diferente do chumbo na via de sinalizagdo Wnt/B-catenina na regiao do olho.
Como foi observado um aumento na taxa de malformagées no olho de embrides
contaminados pelo arsénio, acredita-se que qualquer alteracdo nesta via de
sinalizagao pode ser a causa das alteragcées como descrito no presente estudo. Mas,
devemos levar em consideragdo também que o arsénio tem agcdo em outras vias
importantes durante o desenvolvimento. O As e seus metabdlitos tem a capacidade
de causar alteragdes na expressao de genes como Pax6, que codifica um fator de
transcricdo nas células neuronais. O Pax6 é regulado negativamente pelo As nos
tecidos nervosos, levando a alteracbes no desenvolvimento do sistema nervoso
central e na neurogénese das células tronco (AGUIRRE-VAZQUEZ et al., 2017).

Além de sua fungdo na via de sinalizagdo Wnt, a B-catenina também se liga
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firmemente ao dominio citoplasmatico das caderinas, desempenhando um papel
fundamental na organizagao estrutural e na fungcédo das caderinas. A sinalizagdo Wnt
atua como um regulador positivo pela inibicdo da degradagdo da [B-catenina, que
estabiliza a B-catenina e causa sua acumulagdao e translocagdo para o nucleo
(NELSON; NUSSE, 2004).

A caderina pode atuar como um regulador negativo da sinalizacao de [3-
catenina a medida que se liga a B-catenina na superficie celular e a sequestra do
nucleo. A regulagao negativa da B-catenina por caderinas pode ser antagonizada por
receptores de fatores de crescimento e tirosina quinases que reduzem a transcricao
da caderina ou interrompem o complexo de caderina-catenina na superficie celular,
podendo levar a uma diminuicdo coordenada na adesao célula-célula e aumentar a
sinalizacao de B-catenina (NELSON; NUSSE, 2004). Estes dados podem corroborar
com nossos resultados que mostram um aumento na quantidade de caderina e
reducao na quantidade de B-catenina no embrido inteiro contaminado pelo arsénio.
A mesma linha de raciocinio pode ser usada para explicar a queda de [B-catenina
que observamos na regido especifica da vesicula optica em embrides de trés dias
contaminados com a mistura. A delecao de B-catenina nas areas formadoras do olho
resulta em morfogénese anormal da lente devido a defeitos de adesao célula-célula
(FUJIMURA, 2016).

Por outro lado, nés observamos um aumento na quantidade de B-catenina
quando analisada apenas a regiao do olho de embrides contaminados com o arsénio
isolado. Essa superexpressido de [(-catenina pode estar ocorrendo por uma via de
sinalizagao independente da sinalizagao Wnt. A regulacéo precisa da sinalizagao
Wnt/B-catenina & necessaria para garantir o padrao de formacgao correto dos tecidos
oculares. Uma ativagao da sinalizacdo Wnt/B3-catenina por expressao da (-catenina
por outra via que nao por ativagao das Wnts, leva a inibicdo da formacao da lente
ocular (FUJIMURA, 2016).

Trabalhos tem demonstrado que a via de sinalizagdo Wnt/ B-catenina também
possui um papel importante no fechamento do tubo neural e na formagdo e
diferenciacdo de regides cefalicas do sistema nervoso central (DADY; DUBAND,
2017; FUJIMURA, 2016; KRISKA et al., 2016; MULLIGAN; CHEYETTE, 2012), além
de participarem da especificagcdo de melandcitos e linhagens neuronais sensoriais
(HARI et al., 2002). Nossos resultados de Western Blotting mostram um aumento na

expressao de caderinas e uma redugao significativa na expressao de 3-catenina nos
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embrides de trés dias contaminados com arsénio e com a mistura, que pode
justificar as alteragbes morfolégicas observadas. Ja os embrides de trés dias
contaminados com o chumbo apresentaram uma queda na quantidade de caderinas
totais, 0 que sugeriu que, em estagios mais iniciais, 0 chumbo interfira com outras
vias de sinalizacao que reduzem a adesao celular.

O aumento de caderinas na regiao do tubo neural, observado em embrides
contaminados com o arsénio e com o chumbo, também pode estar afetando a
delaminagao e a correta distribuicdo das células da crista neural, que por sua vez,
sao responsaveis pela formacao de varias estruturas neurais, incluindo partes do
sistema nervoso periférico (HARI et al., 2002). A expressdo das caderinas também
reflete a diferenciagao regional e funcional do sistema nervoso central (SNC). A
grande maioria das caderinas é expressa de forma espacialmente restrita na maioria
dos estagios do desenvolvimento e em varios niveis da organizagdo do SNC
(REDIES, 2000). Essas alteracbes na expressao de caderinas podem estar
envolvidas com uma formacdo anormal do sistema nervoso induzindo a déficits
cognitivos (ZHONG et al., 2010; LIU et al., 2014), ou outros tipos de malformagdes
do sistema nervoso central também mostradas nesse trabalho, no entanto sdo
dificeis de serem relacionadas sem a presencga de outros estudos.

Diversos trabalhos, incluindo os resultados apresentados nesse estudo,
demonstraram que o arsénio e o chumbo podem desencadear estresse oxidativo,
aumentando a produgdo de ROS intracelular e nos tecidos (WANG et al., 2012;
CALDWELL et al.,, 2015; RAHMAN et al., 2016; YUAN et al.,, 2016). Estes
contaminantes podem deslocar o calcio, afetando a fungdo das caderinas e o
excesso de ROS, produzido pelo estresse oxidativo, pode alterar as jungdes de
adesdo dependentes de caderina em varios tipos de tecidos, interrompendo as
jungdes celulares, causando danos que podem levar a perda da fungcédo de barreira
dos epitélios (YUAN et al., 2016).

O arsénio pode modificar a hipermetilacdo do genoma e outros eventos
epigenéticos que fazem parte da regulagdo homeostatica normal, causando a perda
de funcdo de alguns genes, incluindo os da E-caderina durante o desenvolvimento
(NRIAGU et al., 2012). Além disso, também diminui significativamente a expresséo
de outras proteinas como a conexina 43 (Cx43). A diminui¢do dos niveis de Cx43 e
E-caderina causada pelo arsénio, pode levar a uma jungao gap instavel e perda de

comunicacao celular (HSIAO et al., 2014).
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Quando analisada especificamente a regidao do tubo neural foi observado um
aumento na expressao das caderinas. No caso dos embrides contaminados com o
arsénio, esse aumento € gradual de acordo com o aumento da exposi¢ao utilizada,
sendo ainda maior nos contaminados com a mistura. Dessa forma, pode-se supor
que o arsénio e o chumbo podem potencialmente alterar a expressao de proteinas
participantes de vias de comunicagao celular e adesao célula-célula, que nao foram
analisadas nesse estudo, desencadeando o desenvolvimento anormal no embrido.
O fato de ter sido observado um aumento na quantidade de caderinas € ndo uma
reducdo como esperado, pode indicar uma acao desses contaminantes sobre o
sistema de reciclagem das caderinas de superficie celular. Parte das caderinas de
superficie celular é ativamente internalizada e, em seguida, reciclada de volta a
membrana plasmatica. O grupo de caderinas submetido a endocitose e reciclagem
foi aumentado em células sem contatos estaveis célula-célula, ou seja, em células
pré-confluentes e apds os contatos celulares serem interrompidos pela deplegao de
Ca?* extracelular (LE et al., 1999). Metais toxicos como cadmio, chumbo, arsénio e
cromo podem deslocar o Ca?*, interrompendo as jungdes celulares (YUAN et al.,
2016). Desse modo, o arsénio e o chumbo podem interferir com o desenvolvimento
normal do embrido por agir também nas jung¢des gap, reduzindo a comunicagao
celular e por alterar a adesao célula-célula, mas sem reduzir a quantidade de
caderinas, uma vez que essas podem apenas estar sendo retiradas da membrana
pelo sistema de reciclagem.

Na analise pelo Western Blotting, os embrides expostos por 7 dias mostraram
um padrdo de expressao diferente dos embrides expostos por 3 dias. No caso dos
embrides contaminados pelo arsénio foi observada uma queda na expressao das
caderinas. Nos embrides contaminados pelo chumbo houve aparentemente um
aumento na expressdo das caderinas e das [(-catenina quando comparado ao
controle. Essas alteragdes observadas podem indicar a agdo do arsénio e do
chumbo em outras vias de sinalizagdo nédo estudadas nesse trabalho ou que sua
acao pode mudar durante o desenvolvimento embrionario. Nos embrides
contaminados pela mistura ainda se observou um aumento de caderinas como o
encontrado nos embrides expostos por trés dias, indicando que a mistura segue o
mesmo padrao de alteragdes entre trés e sete dias.

Para confirmamos esses resultados seriam necessarios outros experimentos

para a marcagao e quantificagdo das caderinas na regido da vesicula éptica e da B-
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catenina na regiao do tubo neural, que nao foram realizados até o momento.

Finalmente, as alteragbes morfoldgicas e outros parédmetros descritos no
presente trabalho foram complexos e destacam a necessidade de mais estudos
sobre as fases iniciais do desenvolvimento dos vertebrados. Esses achados
confirmam o risco de exposi¢cao ao Pb, As e a mistura (As+Pb), particularmente em
mulheres gravidas, e visam a compreensao de doencgas e transtornos morfolégicos
responsaveis pela ocorréncia de teratogenicidade durante a gravidez.

Além disso, o modelo utilizado para este trabalho, se observado os estagios
de desenvolvimento compativeis com o desenvolvimento do embrido de mamiferos
e humanos, pode ser uma ferramenta muito util na avaliagao de risco de exposigao a
xenobidticos pelas populagbes humanas. Os argumentos principais para esta
afirmacdo devem-se as facilidades de manipulagédo dos embriées e ao alto grau de
similaridade e compatibilidade do desenvolvimento encontrado nos embrides de

aves com os embrides de mamiferos nos estagios iniciais de desenvolvimento.
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6. CONCLUSOES

Baseado nas condigdes experimentais utilizadas no presente estudo, pode-se
concluir que:

e O chumbo e o arsénio, mesmo em baixos valores de exposicdo, aumentaram

significativamente a incidéncia de malformagdes em embrides de G. gallus;

e A exposi¢ao ao chumbo, ao arsénio e a mistura de ambos (As+Pb), mesmo em
baixos valores de exposi¢cdo, aumentaram a taxa de mortalidade embrionaria

observada nos embrides de G. gallus;

e A exposicao ao chumbo, arsénio e a mistura alterou a atividade enzimatica da
glutationa S-transferase (GST) e catalase, e da concentracdo de tidis nao
proteicos (GSH). Esta, potencialmente, pode ser a principal causa dos danos

observados nos embrides de G. gallus;

e A exposigao ao chumbo, arsénio e a mistura ndo demonstrou danos oxidativos
significativos em lipidios (LPO). Apenas o maior valor nominal de chumbo

causou danos oxidativos significativos em proteinas (PCO);

e O arsénio e o chumbo interfferem com a expressao de caderinas totais na
regido do tronco e com a expressao das B-cateninas na regidao do olho em
embrides de G. gallus;
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