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RESUMO

O acido perfluorooctandico (PFOA) e o cadmio (Cd) sao poluentes persistentes no
ambiente, bioacumulaveis e capazes de transpor a barreira placentaria. A exposicao
a esses contaminantes no periodo pré-natal interfere no desenvolvimento,
comprometendo o crescimento e induzindo malformagdes no sistema nervoso, como
defeitos do tubo neural (TN). No ambiente os organismos vivos estdo expostos a
uma mistura complexa de poluentes que podem interagir, potencializando ou
inibindo seus efeitos toxicos. Por isso, o estudo da neurotoxicidade no
desenvolvimento induzida pelo PFOA e Cd é altamente relevante. O objetivo desse
trabalho foi avaliar os efeitos desses contaminantes, isoladamente e em mistura, em
dose unica in ovo, sobre diferentes parametros, em embrides de Gallus gallus. Para
isso, foram realizadas analises de mortalidade, ocorréncia de malformacgdes e
caracterizacao histolégica, analise de rede e enriquecimento funcional a partir de
genes selecionados em base de dados toxicogendmicos comparativos, além de
avaliacao anatémica de animais eclodidos. Inicialmente, foram avaliadas diferentes
resinas de incorporagéo para o estudo histolégico dos embrides, sendo a historesina
a que proporcionou maior precisao de orientacdo dos embrides para corte, aliada a
excelente preservacdo das estruturas e poucos artefatos. Posteriormente, a
exposicao dos embrides foi realizada injetando-se solugdo de contaminante ou
veiculo na camara de ar, previamente a incubacdo. As concentracdes utilizadas
foram 0,5 ng.ml™", 5 ng.ml™ e 50 ng.mI"”" de PFOA, 0,05 pyg.ml™”, 0,5 pg.ml”" e 5 ug.ml"
' de Cd e a mistura de PFOA a 5 ng.mlI”" e Cd & 0,5 ug.ml™'. Os embrides foram
incubados por 2 a 6 dias, 8, 21 dias, até a eclosdo ou no maximo 24 dias. Foram
avaliadas a mortalidade embrionaria, a ocorréncia de malformacdes e as alteracdes
histolégicas envolvidas nas malformagbes causadas nos estadios HH14 e HH18,
com foco no tubo neural. O material coletado foi processado em historesina, com
coloragédo de hematoxilina e eosina e acido periodico de Schiff (PAS). Alteracdes
significativas no aumento da mortalidade e malformagdes indicaram o efeito
embriotdéxico dos contaminantes no embrido de galinha. As alteracbes teciduais
encontradas no TN corroboram as alteragdes observadas em montagem total de
embrides expostos ao PFOA e Cd nas mesmas concentragdes, sendo elas:
desorganizagao das vesiculas encefalicas, TN aberto, presenca de aglomerados
celulares e/ou células apoptéticas na luz do tubo neural, células apoptoticas no
neuroepitélio e alteracdo na forma do TN. A marcagdo com PAS evidenciou a
membrana basal principalmente da notocorda e TN, sendo que a intensidade média
de marcagao nas secgdes foi reduzida significativamente em relagdo ao controle,
principalmente no HH18. Esses resultados revelam a ag&o desses contaminantes a
nivel histologico, ja em estagios iniciais e foram compilados em um indice de leséo
elaborado para embrides de galinha em estagios iniciais de desenvolvimento. Além
disso, apontam os possiveis mecanismos celulares da ocorréncia das malformacgdes,
que foram corroborados pela analise de enriquecimento funcional. Nos individuos
eclodidos e néo eclodidos, foram observadas alteragbes anatdmicas compativeis
com as malformagdes encontradas nos embrides em estagios mais iniciais,
evidenciando a permanéncia dessas alteragdes ao longo do desenvolvimento.
Palavras-chave: composto perfluorado; histologia; malformacdes; metal pesado;
mortalidade; neurulacdo; redes de interagao; tubo neural.



ABSTRACT

Perfluorooctanoic acid (PFOA) and cadmium (Cd) are persistent and bioaccumulative
environmental pollutants capable of crossing the placental barrier. Prenatal exposure
to these contaminants interferes with development, impairing growth and inducing
malformations in the nervous system, such as neural tube (NT) defects. Living
organisms are exposed to complex mixtures of pollutants, which can interact,
enhancing or inhibiting their toxic effects. Thus, the study of developmental
neurotoxicity induced by PFOA and Cd, alone and in a mixture, is highly relevant.
This work aimed to evaluate the effects of PFOA and Cd, isolated and in a mixture, in
a single dose in ovo, on several parameters in the Gallus gallus embryo. To this end,
mortality, malformations occurrence, histological characterization, network and
functional enrichment of cured genes from Comparative Toxicogenomics Database
(CTD), anatomical evaluation of hatched and non-hatched chicks were assessed.
Initially, different embedding resins were evaluated for the histological study of the
embryos, and historesin was the one that provided greater precision of orientation of
the embryos for sectioning, allied to the excellent preservation of the structures and
fewer artifacts. After, embryo exposure was performed by injecting contaminant
solution or vehicle into the air chamber, before incubation. The concentrations used
were 0.5 ng.ml™, 5 ng.mlI”" and 50 ng.mlI™" of PFOA, 0.05 ug.ml”", 0.5 pg.ml”" and 5
ug. mi™ of Cd and the mixture of 5 ng.ml”" PFOA and 0.5 ug.ml”" Cd. Embryos were
incubated for 2 to 6 days, 8, 21, until hatching or a maximum of 24 days. Then,
embryo mortality, the occurrence of malformations, and histological changes were
characterized in stages HH14 and HH18, focusing on the neural tube. The collected
material was processed in historesin and stained with hematoxylin and eosin (H&E)
and periodic acid Schiff (PAS). Significant changes in mortality and occurrence of
malformations indicated the teratogenic effect of contaminants on the chick embryo.
Tissue changes found in NT corroborate alterations observed in the whole-mount
analysis of embryos exposed to PFOA and Cd at the same concentrations, namely:
brain vesicles disorganization, open NT, presence of cell clusters and/or apoptotic
cells in the NT lumen, apoptotic cells in the neuroepithelium and alteration in the
shape of the NT. PAS staining evidenced mainly the notochord and TN the basement
membranes, and the average intensity of staining in the sections was significantly
reduced when compared with the control, mainly at HH18. These results reveal the
action of these contaminants at the histological level, even in early stages, and were
compiled into a lesion index developed for chicken embryos at early stages of
development. In addition, they point out the possible cellular mechanisms for the
occurrence of malformations, which were corroborated by the analysis of functional
enrichment. In hatched and non-hatched individuals, anatomical alterations
compatible with the malformations found in early-stage embryos were observed,
evidencing the permanence of these alterations throughout development.

Keywords: heavy metal; histology; interactions network; malformations; mortality;
neural tube; neurulation; perfluorinated compound.
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Introducao

Atualmente existem mais de 193 milhdes de substancias quimicas
organicas e inorganicas registradas (CHEMICAL ABSTRACT SERVICE, 2022).
Muitas delas s&o liberadas no ambiente indiscriminadamente pelas atividades
antropicas, a partir de residuos urbanos, industriais e agricolas, contaminando
o solo, a agua e o ar e se distribuindo globalmente. Dessa forma, é crescente a
preocupagdo em relagédo aos efeitos nocivos dessas substancias aos seres
vivos, visto que muitas delas bioacumulam nos organismos e biomagnificam na
cadeia trofica (POPEK, 2018). A exposigdo de gestantes é particularmente
preocupante, pois muitos compostos sao capazes de transpor a barreira
placentaria e atingir o individuo em desenvolvimento. O acido
perfluorooctandico (PFOA) e o cadmio (Cd) s&o poluentes ambientais
persistentes e biacumulaveis que atravessam a placenta (TAYLOR et al., 2018;
ROVIRA et al., 2019). Apesar disso, poucos estudos avaliam seus efeitos sobre
o desenvolvimento embrionario e a morfogénese do sistema nervoso, em
concentragdes realistas para a exposicado humana, especialmente em estagios
mais sensiveis a agado de agentes externos. Além disso, as alteracdes
morfolégicas causadas por eles ainda séo pouco exploradas e compreendidas,
bem como o efeito da sua exposicado em mistura.

O embrido de galinha € um modelo de estudo valioso na Embriologia e
Biologia do Desenvolvimento e também oferece vantagens para o estudo da
Embriotoxicologia (FLENTKE; SMITH, 2018). O desenvolvimento curto,
experimentalmente acessivel e semelhante ao de outras espécies de
vertebrados (IRIE; KURATANI, 2011), favorece o seu uso na avaliagao dos
efeitos de xenobidticos sobre o desenvolvimento embrionario, permitindo,
também, a extrapolacao dos efeitos para outros animais.

Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos desses
contaminantes sobre embrides de galinha, a fim de caracterizar seu efeito

embriotoxico.
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Revisao de literatura

Embriao de galinha como modelo animal

O embrido de ave Gallus gallus (galinha) € um modelo de estudo
consolidado nas areas de Embriologia e Biologia do desenvolvimento (MOK et
al.,, 2015). A partir dele, foram descobertos aspectos fundamentais do
desenvolvimento, como a formagdo das camadas germinativas, os conceitos
de indugéo, destino e competéncia (STERN, 2005), e foi possivel entender os
mecanismos da morfogénese de varios 6rgados, como o coragao e o sistema
nervoso (DAVEY; TICKLE, 2007; WITTIG; MUNSTERBERG, 2016). Por ser um
sistema experimental versatil, se destaca também em estudos de Toxicologia
(GHIMIRE et al., 2022), Imunologia (GARCIA et al., 2021), Farmacologia
(BJORNSTAD et al., 2015; ZOSEN et al., 2021), Virologia (RIBATTI, 2018) e do
cancer (AUGUSTINE et al., 2020; CHU et al., 2021).

O seu éxito como modelo experimental, principalmente do
desenvolvimento embrionario, se deve ao fato de o embrido de galinha
apresentar estégios1 de desenvolvimento que sdo molecular e
morfologicamente semelhantes aos de outros vertebrados (IRIE; KURATANI,
2011). Essas semelhangas sao mais acentuadas em um periodo intermediario
do desenvolvimento, denominado periodo filotipico e compreende diferentes
estadios® especificos de cada espécie (HU et al., 2017). Em comparagdo ao
desenvolvimento humano, o embrido de galinha € o que mais se assemelha
durante a gastrulagdo, neurulacdo e dobramentos, os processos iniciais da
morfogénese (WANG; WHITE, 2021). Ainda, o embrido de galinha apresenta
vantagens em relagdo a outros animais, como facilidade de obtenc&o e
desenvolvimento detalhadamente descrito (HAMBURGER; HAMILTON, 1951),
relativamente curto (21 dias) e externo, o que facilita a sua observagdo. Essa
acessibilidade experimental permite a analise do embrido ao longo do seu

desenvolvimento in ovo e a realizagdo de manipulagcdes genéticas (ABU-

Estagio: Se refere a um periodo do desenvolvimento que pode englobar um ou mais estadios
embrionarios de uma determinada espécie, podendo ser representado pelo tempo de
desenvolvimento.

% Estadio: Trata-se de um momento no desenvolvimento em que o embrido apresenta
caracteristicas morfoldgicas especificas, cujo aparecimento pode estar relacionado ao tempo
de desenvolvimento.

Por exemplo, o estagio de desenvolvimento de 3 dias do embrido de galinha compreende os
estadios 19-23, segundo a classificacao de Hamburger e Hamilton (1951).
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BONSRAH; ZHANG; NEWGRREN, 2016) e microcirurgicas (WACHHOLZ et
al., 2021), sem a necessidade de procedimentos cirurgicos e/ou eutanasia da
progenitora. Dessa forma, os estudos que utilizam o embrido de ave G. gallus
agregam conhecimento sobre os mecanismos do desenvolvimento de outros
animais e também auxiliam na caracterizagado do papel dos fatores genéticos e
ambientais na teratogénese (DAVEY et al., 2018).

Na embriotoxicologia®, o uso do embrido de galinha é notavel por também
permitir o estudo direto dos efeitos de substéncias sobre o desenvolvimento
embrionario, ja que nao possui a influéncia do metabolismo materno e do
transporte placentario (SMITH; FLENTKE; GARIC, 2012). Dessa forma, é
possivel caracterizar o potencial embriotoxico* e teratogénico® de drogas e
poluentes ambientais e, através de diferentes abordagens, determinar como
um composto age no embrido desde as etapas mais iniciais do
desenvolvimento (WACHHOLZ et al., 2021). Além disso, devido as
similaridades nos mecanismos de desenvolvimento, o estudo de alteracdes
causadas por xenobioticos na embriogénese de G. gallus permite certo grau de
extrapolacgao para outras espécies de vertebrados, incluindo humanos.

Devido a importancia da avaliagdo a nivel tecidual e celular na
caracterizagado detalhada e identificacdo precoce do efeito teratogénico de
substancias (KURTH et al., 2012), s&do necessarias metodologias eficientes em
promover secgbdes histolégicas com excelente preservagao tecidual e
orientagdo adequada. Apesar das multiplas caracteristicas favoraveis ao uso
do embrido de ave G. gallus como modelo de estudo, seu tamanho reduzido e

fragilidade nos estagios iniciais do desenvolvimento (até 4 dias) requerem

3 Embriotoxicologia: Ramo da toxicologia do desenvolvimento focado no desenvolvimento pré-
natal. A toxicologia do desenvolvimento € mais ampla e abrange o estudo dos efeitos
adversos no organismo em desenvolvimento desde a concepgéao até a maturagao sexual.
(PAMIES et al., 2011)

* Embriotoxicidade: Efeitos toxicos na prole no periodo inicial de desenvolvimento, a
embriogénese (PAMIES et al., 2011; WILLHITE; MIRKES, 2014).

° Teratogenicidade: Efeitos toxicos na prole apds o periodo de embriogénese. Esse termo é
usualmente empregado para designar malformacdes ou defeitos estruturais, porém refere-se
também a alteragdes funcionais, atraso no desenvolvimento e morte embrionaria ou fetal
(WILSON, 1977; PAMIES et al., 2011). A palavra teratogenicidade pode ainda ser usada para
designar os efeitos sobre o desenvolvimento pré-natal em geral. E também chamada de
fetotoxicidade (WILLHITE; MIRKES, 2014).

No desenvolvimento pré-natal humano esses conceitos sao facilmente aplicados, pois o
periodo é claramente dividido em embrionario (até a 8% semana) e fetal (a partir da 92
semana) (CARLSON, 2019). No desenvolvimento das aves nao ha essa distingdo. Dessa
forma, referem-se a embriotoxicidade os efeitos observados até o final da embriogénese (=
estadio HH35 na galinha) e teratogenicidade apds esse periodo.
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manipulagdo mais delicada, bem como metodologias diferenciadas em relagao

aos processamentos histoldgicos usuais, sobre as quais ha pouca literatura.

Neurulagao

A neurulagdo € o processo pelo qual é formado o tubo neural (TN), o
primordio do sistema nervoso central (SNC) (VAN STRAATEN et al., 1996).
Esse processo morfogenético € altamente regulado por diversos mecanismos
que envolvem os tecidos adjacentes (ectoderme epidérmica, mesoderme
dorsal e notocorda) (NIKOLOPOULQOU et al., 2017) e nos quais participam a
via de sinalizagdo Wnt nao-canbnica (JURILOFF; HARRIS, 2012), proteinas
morfogenéticas osseas (BMPs) (AMARNATH; AGARWALA, 2016) e varios
fatores de transcricao (entre eles Grhl, Cdx, Pax) (EPSTEIN; VEKEMANS;
GROS, 1991; GUSTAVSSON et al., 2007; SAVORY et al., 2011). Interferéncias
nos mecanismos que regulam e efetuam as mudancas morfologicas
necessarias a esse processo, podem originar malformagdes e/ou prejudicar o
fechamento do TN.

Em amniotos, o TN é formado por dois mecanismos de neurulagao, a
primaria e a secundaria, que ocorrem em diferentes niveis rostrocaudais do

embrido e sofrem sobreposigédo na regido de interface.

Neurulacdo primaria

Na porgcdo mais anterior, desde a regido craniana e por toda a extensao
do tronco, o TN é formado pelo processo de neurulagado primaria (NP), que
ocorre em quatro etapas bem definidas e envolve movimentos morfogenéticos
coordenados por eventos celulares, moleculares e biomecéanicos, como adesao
celular e remodelagdo de fibras do citoesqueleto (NIKOLOPOULOU et al.,
2017).

Na primeira etapa da NP ha a formacdo da placa neural (FIGURA 1 A),
pelo espessamento da ectoderme para formar o neuroepitélio (GREGO-
BESSA; HILDEBRAND; ANDERSON, 2015). Esse processo ocorre pela
expansao de filamentos de microtubulos na diregdo apical das células da
ectoderme, alongando-as (JAYACHANDRAN et al., 2016).

A segunda etapa consiste no alongamento da placa neural no eixo

rostrocaudal (extensdo) e estreitamento no eixo mediolateral (convergéncia)
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(SCHOENWOLF, 2018). Essa extensdo convergente é dependente da via de
sinalizagdo Wnt nao canénica/polaridade celular planar (PCP) e é responsavel
por moldar a placa neural, a partir da divisdo celular orientada (SUTHERLAND;
KELLER; LESKO, 2020), intercalagdo e rearranjos celulares (ROSZKO;
SAWADA; SOLNICA-KREZEL, 2009).

O dobramento da placa neural (FIGURA 1 B) é a terceira etapa da NP.
Nessa fase, as bordas laterais da placa neural se dobram para formar as
pregas neurais (FIGURA 1 C), que se elevam e se movem em dire¢ao a linha
média dorsal no embrido, estabelecendo o sulco neural, uma estrutura
transitoria e craniocaudalmente alongada. Nesse processo, sao formados dois
tipos de pontos de flexdo, o ponto de dobra mediano (PDM) (FIGURA 1 C)e o
ponto de dobra dorsolateral (PDDL) (FIGURA 1 D), que tém a funcédo de
estabilizar o dobramento da placa neural, devido a ancoragem aos tecidos
adjacentes, e sdo essenciais para a aproximagao das pregas neurais. Na
porcao craniana sdo formados um PDM e dois PDDL, enquanto no resto da
extensdo do TN ocorre somente o PDM (LAWSON; SCHOENWOLF, 2009).
Um fator importante para a formagao dos pontos de flexdo é a alteragao no
formato das células (SUZUKI;, MORITA; UENO, 2012). Para isso, é
fundamental a contragdo de filamentos apicais de actina, efetuada pela
interagdo com a miosina recrutada e ativada nessas regides (KINOSHITA et al.,
2008; MASON; TWOROGER; MARTIN, 2013). Esses eventos séo regulados
por integrantes da via PCP e dependentes da ativacdo de Rho quinases
(ROCK) (NISHIMURA; HONDA; TAKEICHI, 2012; BUTLER et al., 2019).

Durante a ultima etapa da NP ocorre o fechamento do sulco (FIGURA 1
D e E), pela fusdo das pregas na linha média (FIGURA 1 C), e a remodelagao
dos epitélios, originando um TN fechado e coberto pela ectoderme nao neural
(FIGURA 1 F). Esse fechamento é continuo e ocorre em forma de “ziper”, com
as quatro etapas da NP acontecendo simultaneamente ao longo do eixo
rostrocaudal do embrido (YAMAGUCHI; MIURA, 2013). Nesse mecanismo de
ziper, os pontos de fusdo avangam devido a protrusdes celulares, mediadas
por filamentos de actina, que produzem a forgca mecanica do movimento
(ZHOU et al., 2020) e aproximam as camadas da ectoderme de superficie (ES)
ou de neuroepitélio, dependendo do nivel axial (NIKOLOPOULOU et al., 2017).

A medida que as pregas neurais se aproximam o neuroepitélio troca o seu
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contato basal com a mesoderme paraxial pela ES (MCSHANE et al., 2015) e
uma nova membrana basal (MB) é construida na interface entre o TN e a ES,
rica em fibronectina. A interagdo das células da ES e do neuroepitélio com essa
MB é mediada principalmente por integrinas e promove uma adeséo transitoria
entre os epitélios opostos, antes que a adesdo celular seja estabelecida na
fusdo (MOLE et al, 2020). Porém, esses mecanismos ainda sdo pouco
esclarecidos (ROLO et al., 2018).

FIGURA 1 - NEURULACAO PRIMARIA
C E Prega neural
Placa neural Prega neural

A: Formagéao da placa neural. B: Dobramento da placa neural. C: Formagéo das pregas neurais
e ponto de dobradica mediano. D: Formagado dos pontos de dobradica dorsolaterais. E:
Convergéncia das pregas neurais. F: Fusao das pregas neurais e fechamento do tubo neural.
PDM: Ponto de dobra mediano. PDDL: Ponto de dobra dorsolateral. FONTE: A, B, E e F:
Adaptado de Duband (2010). C e D: Adaptado de Wang e White (2021).

Durante o processo de fechamento do TN, células das extremidades das
dobras neurais se desprendem e migram em dire¢cao ao interior do corpo do
embrido. Essas células, chamadas de células da crista neural, séo exclusivas
dos vertebrados (BRONNER; SIMOES-COSTA, 2016). Elas sofrem transicéo
de epitélio para mesénquima e adquirem alta capacidade migratoéria, formando
diferentes tipos de células e tecidos, como neurbénios sensoriais e células gliais
no sistema nervoso periférico, cartilagens e ossos do cranio, células enddcrinas
e paraenddcrinas, melandcitos e tecido conjuntivo (SHYAMALA et al., 2015).

Apods o fechamento, o TN sofre especializagao regional, se dilata e dividi-
se para formar trés vesiculas encefalicas primarias: o prosencéfalo, o

mesencéfalo e o rombencéfalo, que dardo origem a diferentes estruturas do
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encéfalo (SCHOENWOLF, 1999; BELLAIRS; OSMOND, 2014). O prosencéfalo
se subdivide em telencéfalo, que formara os hemisférios cerebrais, e
diencéfalo, que dara origem ao talamo, hipotalamo e vesiculas opticas. O
mesencéfalo ndo se subdivide e formara o aqueduto cerebral. O rombencéfalo
€ dividido em metencéfalo, que dara origem a ponte e ao cerebelo, e
mielencéfalo, que formara a medula oblongata. A regido posterior do TN dara
origem a medula espinhal (URRY et al., 2021) (FIGURA 2).

FIGURA 2 - DESENVOLVIMENTO DO ENCEFALO

A B

Mesencéfalo

Mesencéfalo

Metencéfalo

Rombencéfalo Piksncdfiis Mielencéfalo

- Medula
Prosencéfalo

espinhal
Telencéfalo
Gérebin Diencéfalo
Hipotalamo
Talamo Cérebro Cerebelo
Epitalamo \ '_\ ] ‘/
Tronco cerebral ,,A%{ ‘}
‘Mesencéfalo // ﬂ &\
Ponte y i
Hipofise AT Medula Talamé ( 4
oblongata ) P 4
Medula Mesencéfalo .
espinhal Cerebelo Rombencéfalo
Canal
medular

A-C: Desenvolvimento do encéfalo humano a partir da especializagédo regional do tubo neural.
D: Encéfalo de galinha. O processo para a formagao das estruturas encefalicas no embrido de
galinha é bastante semelhante ao humano e da origem as mesmas regides. FONTE: Adaptado
de Urry et al. (2021).

No embrido de galinha o fechamento do sulco neural inicia-se em dois
locais e estadios: 1) no estadio HH8 (FIGURA 3 A) no nivel do futuro
mesencéfalo e avanga cranialmente para formar o prosencéfalo e fechar o
neurdporo craniano (ou anterior), e caudalmente, formando o rombencéfalo; 2)

no estadio HH9 (FIGURA 3 B) no nivel do rombencéfalo, avangando
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caudalmente para formar a medula e fechar o neuréporo caudal (ou posterior)
(VAN STRAATEN et al., 1996; SCHOENWOLF, 2018). Ainda no estadio HH9,
inicia-se a formacado das vesiculas encefadlicas (FIGURA 3 B) e no estadio
HH10 ja estdo estabelecidas as regides do prosencéfalo, mesencéfalo e
rombencéfalo (HAMBURGER; HAMILTON, 1951) (FIGURA 3 C). No estadio
HH 11 o neurdporo anterior se fecha (SCHOENWOLF, 1979), enquanto no
HH12 as vesiculas primarias sdo subdivididas (FIGURA 3 D). Ja no HH13 o
telencéfalo se destaca pelo aumento de tamanho e o neurdporo caudal se
fecha (SCHOENWOLF, 1979). Posteriormente, no estadio HH14, as vesiculas
encefalicas se encontram bem definidas e a cabeca do embrido esta virada
para a esquerda (FIGURA 3 E). A partir do estadio HH15 as flexuras craniana,
cervical e do tronco se acentuam e no HH17 estdo bem evidenciadas, bem
como o broto da cauda e a sua curvatura (FIGURA 3 F). No estadio HH18
varias estruturas embrionarias estdo formadas e se destacam, além das
vesiculas encefalicas, como os olhos, brotos dos membros, vesiculas dticas e
coragao, e a rotagdo do corpo do embridao para a esquerda esta evidenciada
(FIGURA 3 G).



18

FIGURA 3 — ESTADIOS EMBRIONARIOS DE G. GALLUS E O DESENVOLVIMENTO
DO TUBO NEURAL

HH8

HH14 HH17 HH18

Desenhos esquematicos dos estadios de Hamburger e Hamilton (HH) (1951) do embrido de
ave Gallus gallus e eventos importantes na formagédo do tubo neural. A: HH8 — inicio do
fechamento do tubo neural na regido do futuro mesencéfalo, progredindo rostralmente para
formar o prosencéfalo e fechar o neuréporo craniano e caudalmente para formar o
mesencéfalo. B: HH9 - vesiculas encefalicas primarias formadas e fechamento do tubo neural
na regidao do rombencéfalo, progredindo anteriormente, para formar o rombencéfalo, e
posteriormente, para formar toda a extensao do tronco do tubo neural e fechar o neuréporo
caudal. C: HH10. D: HH12: Neurdporo craniano fechado, sendo que o fechamento ocorre no
HH11. As vesiculas encefalicas secundarias estdo formadas. E: HH 14 — as vesiculas
encefalicas secundarias se destacam e o neurdporo posterior esta fechado. F: HH17 — o broto
da cauda e as flexuras no corpo do embrido estdo evidenciados. G: HH18 — as divisdes das
vesiculas encefalicas estdo mais pronunciadas, outras estruturas também se destacam e a
rotacdo do corpo do embrido para a esquerda € evidente. BA: Broto da asa. BC: Broto da
cauda. BP: Broto da perna. CO: Coragao. DI: Diencéfalo. FCE: Flexura cervical. FCD: Flexura
caudal. FCR: Flexura craniana. FT: Flexura do tronco. ML: Mielencéfalo. MS: Mesencéfalo. MT:
Metencéfalo. NAA: Neurdporo anterior aberto. NAF: Neurdéporo anterior fechado. NPF:
Neurdporo posterior fechado. OL: Olho. OP: Vesicula optica. OT: Vesicula ética. PN: Prega
neural. PS: Prosencéfalo. RB: Rombencéfalo. SS: Somito. TL: Telencéfalo. Linhas tracejadas:
Flexuras. Seta curva: Rotagéo. Circulos ligados e seta dupla: Pontos de inicio e sentidos do
fechamento do tubo neural. FONTE: Adaptado de Bellairs e Osmond (2014).
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Entre os mecanismos moleculares envolvidos na neurulagdo e
conservados entre vertebrados, estd a via Wnt/PCP, responsavel pela
extensdo convergente da placa neural (UENO; GREENE, 2003). Além disso, a
sinalizagao proveniente da notocorda (Sonic hedgehog - Shh), ectoderme né&o
neural (BMPs) e placa neural (Noggin) sédo cruciais para a formagao dos pontos
de dobra da placa neural (YBOT-GONZALEZ et al., 2007). Morfologicamente, o
processo de neurulagdo € particularmente similar entre mamiferos e aves,
quando comparado ao de outros vertebrados. O espessamento da placa
neural, primeira etapa da NP, ocorre por alongamento apico-basal das células,
permanecendo como um epitélio pseudoestratificado colunar (COLAS;
SCHOENWOLF, 2001). As demais etapas da NP também ocorrem em outros
vertebrados (YAMAGUCHI; MIURA, 2013). Além disso, tanto em aves como
em mamiferos, o TN da regido caudal desenvolve-se durante a neurulagéo
secundaria (NS) (HARRINGTON; HONG; BREWSTER, 2009).

Neurulacdo secundaria

Apos o fechamento no neurdporo caudal inicia-se o processo de NS, que
ocorre na porgcao posterior do embrido e consiste na formacdo de um TN
secundario a partir de células mesenquimais indiferenciadas. Em aves, a NS é
dividida em trés etapas: 1) formagcdo do cordao medular, 2) cavitagédo e 3)
coalescéncia (COLAS; SCHOENWOLF, 2001). Na primeira etapa, as células
do mesénquima do broto da cauda sofrem transicdo para epitélio e se
condensam (FIGURA 4 A) para formar um cordao de células (corddo medular)
(FIGURA 4 B). Entao, as células do corddo medular se dividem em duas
populacdes, uma externa de células com polaridade apico-basal e uma interna
de células mesenquimais (LOWERY; SIVE, 2004). Assim, se inicia a segunda
etapa, a cavitagcdo (FIGURA 4 C), no limite entre as células externas e internas
e acredita-se que envolva o recrutamento de células mesenquimais para a
camada epitelial, via intercalagao celular (GONZALEZ-GOBARTT et al., 2021).
Na porcéo lombossacral do embrido ha uma sobreposi¢gao dos processos de
NP e NS (FIGURA 4 D e E), que em G. gallus corresponde a regido na altura
do 27° par de somitos (SHIMOKITA; TAKAHASHI, 2011). A terceira fase é a

coalescéncia, quando ha a unido dos varios lumens formados durante a NS,
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para originar um unico TN (SCHOENWOLF; DELONGO, 1980). A NS
secundaria em mamiferos € muito semelhante, com excecdo da etapa de
cavitagao e auséncia da coalescéncia (LOWERY; SIVE, 2004). Nesse caso, ha

a formagéo de somente um lumen, continuo ao longo de todo o corddo medular
(SAITSU et al., 2004).

Neurulacao juncional

Existe, ainda, uma regido, na interface entre a NP e NS, em que ocorre o
fendmeno denominado de neurulagéo juncional (DADY et al., 2014) (FIGURA 4
E). Esse evento apresenta morfologia e movimentos morfogenéticos distintos
da NP e NS, porém combinando caracteristicas desses dois processos.
Inicialmente, ocorre a formacao de uma placa neural com duas populacdes de
células, uma lateral, composta por células neuroepiteliais, € uma central,
formada por células progenitoras (FIGURA 4 E1). Posteriormente, a populagéo
lateral se eleva, formando as pregas neurais, e a central sofre transi¢cdo
epitélio-mesequimal, se dissocia do neuroepitélio e se agrega no mesénquima
(FIGURA 4 E2). Esse conjunto de células mesenquimais se diferencia, adquire
caracteristicas das células laterais e, a medida que as pregas neurais se
elevam, retornam ao estado epitelial, se unindo as demais células
neuroepiteliais laterais (FIGURA 4 E3). A unido dessas populagdes celulares
estabelece o TN juncional, que se fecha com o encontro e fusdo das pregas
neurais (FIGURA 4 E4) (DADY et al., 2014). A ocorréncia desse processo ja foi
demonstrada em humanos (KIM; LEE, 2021) e galinhas (DADY et al., 2014).
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FIGURA 4 - NEURULAGAO SECUNDARIA E JUNCIONAL NO EMBRIAO DE AVE GALLUS
GALLUS
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A: Células mesenquimais da regido caudal do embrido. B: Condensacdo das células
mesenquimais. C: Cavitagdo do corddo de células. D: Juncao dos lumens para formar um unico
tubo neural. E: Neurulagao juncional; 1) Duas populagbes de células sao visiveis, uma lateral,
limitada pela membrana basal (em vermelho), e uma medial, sem membrana basal. 2) A lateral
ira formar o TN pela elevagédo e dobramento, como ocorre na neurulagdo primaria. 3) A medial
se acumula abaixo da superficie e depois se reorganiza em um epitélio continuo com o TN
formado dorsalmente. 4) Ao final, ha um TN totalmente limitado pela membrana basal. Abaixo
das figuras 3 e 4, representacdo esquematica de uma regido do TN, mostrando os locais de
ocorréncia dos trés tipos de neurulagdo. NT: Notocorda. TNS: Tubo neural secundario. FONTE:
A - D: Adaptado de Duband (2010). E: Adaptado de Dady et al. (2014).

Histogénese no tubo neural

Ap6s a neurulagdo, o desenvolvimento neural prossegue com o
espessamento do neuroepitélio pela intensa proliferacdo dos neuroblastos
(ZIMMERMANN, 2011). Inicialmente, essas células sdo organizadas em um
epitélio pseudoestratificado em toda a extensdo do tudo neural, onde atuam
como progenitores neurais (MIYATA, 2008), dando origem a todas as células
neuronais e gliais do SNC, exceto a microglia (ZHANG; JIAO, 2015;
KAWAGUCHI, 2021). A proliferagdo celular no neuroepitélio ocorre no eixo
apico-basal, sendo que o nucleo das células sofre migracéo intercinética,
variando de posi¢ao de acordo com as fases do ciclo celular. Os nucleos das
células em fase S localizam-se proximos a membrana basal que circunda o TN,
na zona marginal, enquanto os das células em mitose encontram-se no apice
do TN, na zona ventricular (FIGURA 5 A) (SPEAR; ERICKSON, 2012). As

divisdbes mitéticas dos progenitores neurais podem ser classificadas em
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simétricas, formando duas células idénticas, ou assimétricas, gerando duas
células distintas (HUTTNER; KOSODO, 2005).

Em estagios iniciais de desenvolvimento, os progenitores neurais estao
dispostos em uma camada de células proliferativas (FIGURA 5 B), a zona
ventricular (ZV) (FIGURA 5 C). A medida que o desenvolvimento avanga, nos
niveis axiais que originardo a medula espinhal, duas outras camadas sao
formadas, a zona intermediaria (Zl), abaixo da ZV, e a zona marginal (ZM),
proxima a membrana basal (FIGURA 5 D). Nessa fase, encontram-se na ZV
progenitores neurais com destino mais restrito do que as células
neuroepiteliais, as células gliais radiais (MALATESTA; HARTFUSS; GOTZ,
2000). Ja na ZI estao dispostas as células neurais pés-mitoticas (FIGURA 5 D).
Ainda, em aves e mamiferos, a organizacdo das camadas de células é distinta
na regiao formadora do cértex cerebral, apresentando um segundo estrato de
células proliferativas (progenitores basais), a zona subventricular (ZSV), entre a
ZV e ZI (FIGURA 5 E) (LECLERC; NEANT; MOREAU, 2012).
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FIGURA 5 — HISTOGENESE NO TUBO NEURAL

A Neuroepitélio
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Tubo neural Tubo neural / Medula espinhal Telencéfalo / Cortex cerebral

Representacdo esquematica da secgéo transversal do tubo neural. A: Neuroepitélio do tubo
neural e suas células com nucleos em diferentes posi¢des de acordo com a fase do ciclo
celular. FONTE: Adaptado de Gobartt (2019). B-D: Eventos mitéticos e diferenciagao celular no
tubo neural e estruturas derivadas. NPCs: Células progenitoras neurais. CG: Célula glial /
precursor glial. CN: Célula neuronal / precursor neuronal. G1/G2: Fases G1 e G2 do ciclo
celular. M: Mitose. PB: Progenitores basais. S: Fase S do ciclo celular. ZI: Zona intermediaria.
ZM: Zona marginal. ZSV: Zona subventricular. ZV: Zona ventricular. FONTE: Adaptado de
Leclerc; Néant; Moreau (2012).

Neurotoxicidade no desenvolvimento embrionario

O desenvolvimento embrionario é altamente sensivel a exposicdo a
poluentes ambientais, pois nesse periodo ha uma alta taxa de proliferacao,
diferenciacdo e migracao celular e os sistemas de destoxificacdo ainda nao
estdo completamente desenvolvidos. O sistema nervoso € particularmente
vulneravel a substancias toxicas, sendo que, em humanos, os principais

periodos criticos do seu desenvolvimento ocorrem no periodo pré-natal e
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também na infancia (RICE; BARONE JR, 2000; GIORDANO; COSTA, 2012).
Durante essas janelas de sensibilidade, os xenobidticos podem causar
alteragdes morfoldgicas e funcionais permanentes, mesmo em baixos niveis de
exposi¢cao, os quais muitas vezes causariam pouco ou nenhum efeito adverso
em adultos (GRANDJEAN; LANDRIGAN, 2014). Durante o desenvolvimento in
utero, a placenta é formada na interface entre a mae e a prole e atua na
transferéncia materno-fetal de nutrientes, oxigénio, metabdlitos (AL-ENAZY et
al.,, 2017) e também xenobidticos como o PFOA e Cd. Esses compostos
conseguem atravessar a placenta (AL-SALEH et al., 2011; HANSSEN et al.,
2013) e atingir o organismo em desenvolvimento em niveis capazes de causar
efeitos sobre o desenvolvimento embrionario e fetal, que irdo se refletir na vida
pés-natal do individuo (BOEKELHEIDE et al., 2012).

A neurotoxicidade no desenvolvimento é considerada um tipo de
teratogenicidade, na qual os teratégenos tém potencial para induzir, além de
malformacgdes, alteragdes neurofuncionais, como prejuizo sensorial e motor, no
aprendizado e memoria e no comportamento social (AOYAMA et al., 2015).
Diversos modelos podem ser utilizados para avaliagdo do potencial neurotoxico
de compostos no desenvolvimento embrionario humano, o grande desafio € a
caracterizagao dos efeitos de doses realistas. Modelos in vitro e in silico sao
eficientes na triagem de substancias, enquanto os modelos in vivo sao
importantes na avaliacdo dos efeitos sobre o sistema nervoso intacto
(CROFTON; MUNDY; SHAFER, 2012) e permitem a avaliagdo de periodos
criticos no desenvolvimento do SNC (CROFTON; CROFTON, 2012).

Acido perfluorooctanéico (PFOA)

O PFOA é um poluente emergente, estando entre os compostos
perfluorados (PFCs) mais abundantes no ambiente (RANKIN et al., 2016). A
molécula do PFOA possui natureza anfifilica e apresenta estabilidade térmica e
quimica, por isso tem sido muito utilizada em diversos artigos de aplicagcao
industrial e de consumo, como espumas contra incéndio, inseticidas, produtos
para tratamento de superficies e revestimentos de embalagens de alimentos,
tecidos, couros e tapetes (BEGLEY et al, 2008; BUCK et al., 2011;
POOTHONG; BOONTANON, S.; BOONTANON, N., 2012). Além disso,

também esta presente na estrutura de componentes eletrénicos, como
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retardante de chamas e uma protegao contra oxidagao (GARG et al., 2020). O
PFOA é muito conhecido por ser empregado na producdo do Teflon®
(revestimento de utensilios de cozinha) e do Gore-Tex® (membrana
impermeabilizante usada em tecidos e calgados) (STEENLAND; FLETCHER,
SAVITZ, 2010). A liberagcdo desse composto no ambiente ocorre pela
producdo, uso e descarte de produtos que contenham PFOA ou seus PFCs
precursores (LAU et al., 2007; LI et al., 2017). Uma vez liberado no ambiente é
transportado por correntes maritimas e atmosféricas, que o distribuem
globalmente, contaminando o solo, a agua e a biota (AHRENS, 2011; KRAFFT;
RIESS, 2015). Além disso, é resistente a foto-oxidagédo, biodegradacéo e
hidrolise, devido a forga das ligagbes entre os atomos de carbono e fluor
(SZNAJDER-KATARZYNSKA et al., 2019). Dessa forma, é considerado
organopersistente e apresenta capacidade de bioacumulagdo e
biomagnificacdo, sendo potencialmente toxico aos humanos e animais
(VIERKE et al., 2012).

As principais vias de exposicdo humana ao PFOA séao pela ingestao de
agua e alimentos contaminados (vegetais, laticinios, carnes, peixes e frutos do
mar), bem como pela inalagdo de poeira de ambientes internos (doméstico e
profissional) (JIAN et al., 2017; KIM; LEE; OH, 2019). A exposi¢cao durante o
desenvolvimento ocorre via transferéncia placentaria in utero e pelo leite
materno (BLAKE; FENTON, 2020). A taxa de transferéncia por essa via € de
aproximadamente 60% (ROVIRA et al., 2019), sendo que a concentragéo
média de PFOA no cordao umbilical varia de 0,36 a 7,73 ng/ml de sangue
(LIEN et al., 2013; CARIOU et al., 2015; WANG et al., 2016). Dessa forma, o
PFOA é um potencial composto toxico ao desenvolvimento embrionario. Além
disso, o PFOA induz estresse oxidativo (OMOIKE et al., 2020) e morte celular
por apoptose (CUI et al., 2015).

Os mecanismos associados ao efeito toxico do PFOA ainda n&o foram
completamente elucidados, porém o mais estudado é a ativacdo do receptor
nuclear de proliferacdo de peroxissomo alfa (PPARa) (LI et al., 2017). Esse
receptor tem funcdo na regulagdo do metabolismo de lipideos (POULSEN;
SIERSBZAK; MANDRUP, 2012) e participa da formagao da memdéria (BURRIS,
2016).
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A exposicdo pré-natal ao PFOA causa atraso no desenvolvimento,
aumento da mortalidade, redugdo do peso ao nascer (WOLF et al., 2007) e
alteracbes no comportamento motor em camundongos (GOULDING et al.,
2016). Em humanos ja foi relatada associagédo entre niveis de exposigcéo pré-
natal ao PFOA e ocorréncia de malformagdes no sistema nervoso como
defeitos do TN e hidrocefalia (STEIN et al., 2014), crescimento fetal reduzido
(CALLAN et al., 2016), abortos espontaneos, nascimento prematuro, baixo
peso ao nascer e natimortos (WU et al., 2012). Também foi observada
associacao entre a exposi¢cao intrauterina e maior risco de ocorréncia de
transtornos do espectro do autismo (TEA) (LONG et al., 2019; OH et al., 2021)
e 0s niveis séricos de PFOA com transtorno de déficit de atencao e
hiperatividade em criangas (GUMP et al., 2011). Ainda, esse composto altera a
homeostase de horménios tireoidianos em gestantes (AIMUZI et al., 2020), os
quais sdo essenciais para o neurodesenvolvimento fetal normal (JANSEN et
al., 2019). Em embrides de G. gallus expostos ao PFOA in ovo foram
observadas alteragdes neurocomportamentais (PINKAS et al, 2010),
cardiotoxicidade (JIANG et al., 2012; LV et al., 2019) e ocorréncia de
malformagbes como defeitos do TN, alteragdes encefalicas e falha no
fechamento da parede do corpo (KMECICK et al., 2019).

Cadmio (Cd)

O Cd é um metal pesado que esta presente no solo, em sedimentos, no
ar e na agua (HUANG et al., 2017). E altamente toxico, sendo classificado em
7° lugar no ranque de prioridade da lista de substancias perigosas da Agéncia
Americana para Substancias Toéxicas e Registro de Doengas (ATSDR, 2019).
Apresenta capacidade de bioacumulacao e biomagnificagdo, sendo assimilado
em altas concentragdes por organismos no topo da cadeia tréfica, como os
humanos, o que resulta em riscos a saude (ABDEL-BAKI; DKHIL; AL-
QURAISHY, 2011). Esse metal é disseminado no ambiente a partir de
processos naturais como atividade vulcanica e erosdo de solos e rochas, e
antropicas devido a utilizagdo do Cd em processos industriais. O Cd é
empregado na producao de baterias, pigmentos, tintas, soldas e fertilizantes
fosfatados (WHO, 2019). Além disso, a queima de combustiveis fosseis, a

incineragéo de residuos urbanos e o despejo de esgoto aumentam ainda mais
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a sua dispersdo no ambiente (MOISEENKO; GASHKINA, 2018), bem como
sua presenga no lixo eletroeletrénico que, muitas vezes, é reciclado de maneira
inadequada (LI et al., 2011).

O Cd nao apresenta fungdes fisioldgicas conhecidas, porém sabe-se que
€ capaz de interferir em vias de sinalizagao, devido a sua similaridade fisico-
quimica com ions célcio (CHOONG; LIU; TEMPLETOM, 2014), e alterar
processos celulares de proliferagao, diferenciagao, progressao do ciclo celular,
apoptose, replicagao e reparo do DNA (BERTIN; AVERBERCK, 2006). Além
disso, pode interagir com outros elementos como o cobre, o ferro e o zinco
(MATOVIC et al., 2015) e gerar espécies reativas de oxigénio, alterando o
equilibrio redox (PUKIC-COSIC et al., 2020). E um metal carcinogénico
(WANG; YANG, 2019; ZIMTA et al., 2019; CUI et al., 2021), sendo que a
exposi¢cao humana crénica a ele esta associada com maior risco de ocorréncia
de varios tipos de cancer (PENG et al., 2015; LENER et al., 2021; PARK et al.,
2021) e de doencgas cardiovasculares (CHOWDHURY et al., 2018; DOMINGO-
RELLOSO et al., 2019).

Estudos revelam a capacidade do Cd de transpor a barreira placentaria
humana pela presenga do metal em sangue de corddao umbilical, em
concentragdes que variam de 0,02 a 0,78 ng/ml, dependendo da populacéo
(TANG et al., 2016; CABRERA-RODRIGUEZ et al., 2018; TAYLOR et al.,
2018). Além disso, o Cd se acumula na placenta (CERRILLOS et al., 2019),
interfere no transporte de nutrientes para o feto (KIPPLER et al., 2010) e
restringe o crescimento fetal (GENG; WANG, 2019).

A exposicado ao Cd durante o desenvolvimento é causa de malformagdes
em peixes (ZHU et al, 2014), anfibios (WU et al, 2017), mamiferos
(SALVATORI et al., 2004) e aves (THOMPSON; BANNIGAN, 2007; VEERIAH
et al., 2015). Em embrides de zebrafish, a exposi¢cao a esse metal reduz a taxa
de sobrevivéncia, batimentos cardiacos, induz morte celular por apoptose e a
producdo de espécies reativas de oxigénio (PARK et al, 2020). Em
camundongos, a exposicao in utero promove defeito no TN e afeta o
crescimento fetal, com redug¢ao do peso e comprimento corporal (ZHANG et al.,
2016), altera a morfologia de neurdnios corticais e induz apoptose nessas
células (LOPEZ et al., 2003). Em humanos, ha associagao entre maiores niveis

de Cd no cordao umbilical com crescimento fetal reduzido (GUO et al., 2017) e,
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em fetos, pode induzir a morte de neurdénios motores da medula espinhal
(SARCHIELLI et al., 2012). Além disso, sua presenga no liquido amniotico ja foi
associada a transtornos do espectro do autismo (LONG et al, 2019). Em
embrides de G. gallus, foi relatado que o Cd induz defeito na parede do corpo
(THOMPSON et al., 2005; KMECICK et al., 2019), com morte celular por
apoptose em células da placa lateral da mesoderme, somitos e TN
(THOMPSON et al., 2005), além de alteracbes hepaticas, principalmente no
sistema mitocondrial, lisossomal e do reticulo endoplasmatico (DZUGAN et al.,
2018). Também foram observadas malformag¢des no coragédo, notocorda,
vesiculas opticas e auditivas (YAMAMOTO et al., 2012), regiao encefalica e
falha no fechamento do TN (YAMAMOTO et al., 2012; KMECICK et al. 2019),
evidenciando a neurotoxicidade desse metal no desenvolvimento. Além disso,
foi encontrada deposicdo de Cd na regido do TN, podendo-se relacionar
diretamente a sua presenga com a ocorréncia de defeitos no TN (KMECICK,
2017). Os mecanismos da neurotoxicidade do Cd ainda ndo foram
completamente esclarecidos, porém sugere-se que as alteragdes neuronais
sejam mediadas pela indugdo da produgao de espeécies reativas de oxigénio
(CHEN et al., 2011), interferéncia na diferenciacdo neuronal (GULISANO et al.,
2009) e alteragdes neuroquimicas (LAFUENTE et al., 2003).

Misturas de poluentes

Considerando uma exposi¢cdo real no ambiente, o estudo do efeito de
poluentes de forma isolada é pouco representativo, uma vez que o0s
organismos vivos estao expostos a uma mistura complexa de contaminantes
(HEYS et al., 2016). As substancias em mistura podem interagir e gerar efeitos
aditivos, sinérgicos ou antagonicos (WILSON et al., 2016). Essa interagao pode
interferir no potencial téxico do poluente, se comparado com a exposig¢ao
isolada (SOFTELAND et al., 2014). Assim, a avaliagao dos efeitos de poluentes
isolados pode levar a ma interpretacao do risco de exposicdo a determinados
compostos (WILSON et al., 2016). Porém, devido a dificuldades conceituais,
experimentais e de interpretacdo dos resultados, o estudo dos efeitos de
misturas de poluentes em organismos vivos ainda €& pouco explorado
(KORTENKAMP, 2007).
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Durante o periodo pré-natal, exposicdo a misturas complexas de
poluentes € ainda mais alarmante, devido a sensibilidade do embrido/feto.
Diversas classes de contaminantes sao capazes de atravessar a barreira
placentaria, como bifenilas policloradas, polibromados, pesticidas
organoclorados, compostos perfluorados e metais pesados (FISHER et al.,
2016; DUFOUR et al., 2018; LI et al., 2019). Ja foi demonstrada a presenca
simultdnea do PFOA e Cd em sangue de cordao umbilical, revelando que
individuos em desenvolvimento sofrem uma exposicdo concomitante a esses
poluentes (NEEDHAM et al., 2011). Em embrides de G. gallus expostos in ovo
a mistura de PFOA e Cd foram observados os mesmos tipos de malformacdes
gue na exposigao isolada aos dois contaminantes, sem diferengas significativas
também na ocorréncia de alteragdes morfoldgicas gerais ou categorias de

malformacdes especificas (KMECICK, 2017).
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Justificativa

O desenvolvimento embrionario é altamente sensivel a interferéncia de
agentes externos, como poluentes ambientais. Uma vez que o PFOA e o Cd
sao poluentes presentes no ambiente, persistentes, bioacumulaveis e capazes
de transpor a barreira placentaria, a analise do potencial toxico desses
compostos sobre o desenvolvimento € de extrema relevancia. Apesar de
evidéncias da embriotoxicidade desses poluentes, os seus efeitos sobre o
desenvolvimento ainda n&o foram completamente esclarecidos. Estudos
revelam alteracbes morfologicas, funcionais e cognitivas como consequéncia
da exposicao pré-natal a esses contaminantes, porém o0s mecanismos
celulares e moleculares envolvidos ainda ndo foram elucidados e os efeitos
causados por uma exposi¢cao conjunta foram pouco explorados. Ainda, o
embrido de ave é um excelente modelo para o estudo da embriotoxicologia,
pois apresenta semelhangas morfolégicas com o de outros vertebrados,
incluindo humanos, em estagios iniciais de desenvolvimento, permitindo um
grau de extrapolacdo. Além disso, € de facil acessibilidade experimental e
permite uma analise direta dos efeitos dos contaminantes sobre o embrido. Por
outro lado, existem particularidades em relacdo a esse modelo que tornam o
seu processamento para determinadas analises mais desafiador, como a
histolégica, pois nao existem na literatura protocolos adaptados as suas

especificidades.
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Objetivos

Objetivo geral
Avaliar os efeitos do acido perfluorooctandico (PFOA) e cadmio (Cd), de

forma isolada e em mistura, em embrides de Gallus gallus.

Objetivos especificos

Capitulo |
e Avaliar o uso de diferentes métodos para processamento histoldégico de

embrides de galinha em estagio inicial de desenvolvimento.

Capitulo Il

e Avaliar a mortalidade, a morfologia embrionaria geral e do tubo neural, apos
2 a 6 e 8 dias de exposicao ao PFOA e Cd, isoladamente e em mistura;

e Caracterizar as alteracbes teciduais nos embrides, frente a exposi¢cao ao
PFOA e Cd, isoladamente e em mistura;

e Elaborar um indice para avaliagado histopatolégica de embrides de galinha
em estagios iniciais de desenvolvimento;

e Avaliar a interferéncia do PFOA e Cd em vias importantes ao
desenvolvimento embrionario;

o Verificar a presenca de malformagcdées em individuos eclodidos e nao

eclodidos expostos ao PFOA e Cd, isoladamente e em mistura.



32

Capitulo |

Avaliacéo de diferentes resinas de processamento histologico em embrides de

ave (Gallus gallus) em estagios iniciais
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RESUMO

A avaliagdo histolégica € uma ferramenta importante nos estudos de toxicologia
do desenvolvimento. Apesar de extensa literatura a respeito de diferentes
métodos de emblocagem de tecidos, poucos trabalhos discutem o uso e
eficiéncia de diferentes abordagens para histologia de tecidos embrionarios.
Esses tecidos sdo frageis, reduzidos em tamanho e dificeis de posicionar no
meio de emblocagem para uma correta orientacao de corte desejada. Apesar
dessas dificuldades, o embrido de galinha é um modelo importante na
embriotoxicologia, pois apresenta semelhangas ao desenvolvimento humano
permitindo a extrapolagcdo de resultados. Dessa forma, a aplicacdo da
histopatologia em estudos de embriotoxicidade em embrides de galinha é
altamente relevante. Nesse capitulo sdo exploradas trés resinas de
emblocagem e os procedimentos que ofereceram os melhores resultados em
varios quesitos, para embrides de ave em estagios iniciais de desenvolvimento.
Ovos de Gallus gallus fertilizados foram incubados por 72 horas e, entdo, os
embrides foram coletados, fixados, processados, emblocados em paraplast,
polietilenoglicol (PEG) ou historesina e corados com hematoxilina e eosina
(H&E). As diferentes resinas foram comparadas em relagdo a precisao de
orientacdo, visualizacdo dos embrides nos blocos, microtomia, qualidade da
preservacao tecidual, contraste na coloragdo, tempo médio do processamento
e custo. O paraplast e o PEG ndo permitiram correta orientagdo dos embrides
devido a rapida polimerizagcao e opacidade das resinas apds o endurecimento.
Além disso, a preservacao das estruturas nao foi satisfatéria, apresentando
retracéo e ruptura do tecido. Ja a historesina possibilitou a orientagao precisa
dos embrides, pois é transliucida e com polimerizacdo lenta e apresentou
excelente preservacdo das estruturas. Nesse trabalho, priorizamos a
orientacdo e a preservacao tecidual e, assim, a historesina foi o meio de
emblocagem que proporcionou os melhores resultados, apesar de apresentar
maior tempo de processamento e custo. A analise do desempenho de resinas
de incorporagao contribui com futuros estudos histoldégicos de embrides,
aprimorando o processamento de amostras embrionarias, bem como de
pequenas espécies e 6rgaos, e garantindo analises mais eficientes.
Palavras-chave: embrido de galinha; historesina; paraplast, polietilenoglicol.
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1. Introducgao

A histopatologia é crucial em estudos de toxicologia e avaliagao de risco
(BARROS et al., 2017; SANTANA et al., 2018; SANTOS et al., 2018), incluindo
a avaliacédo de toxicidade no desenvolvimento, pois os efeitos de teratdgenos
nos embrides podem ser sutis e ndo observaveis nas analises por montagem
total (KURTH et al., 2012). Além disso, uma avaliagéo a nivel tecidual e celular
pode detectar precocemente um efeito teratogénico, sendo, assim, uma
metodologia relevante na caracterizagdo detalhada da teratogenicidade de
compostos. Ainda, uma analise histologica aprofundada pode fornecer
respostas sobre possiveis alvos dos compostos toxicos nos embrides (células
ou tecidos) (LIU et al., 2012) e direcionar futuros estudos a respeito dos
mecanismos de toxicidade aplicando-se técnicas mais refinadas e de alto
custo. Devido a essa importancia, a manutencdo da morfologia € essencial na
técnica histopatologica e é atingida utilizando-se protocolos adequados ao tipo
de amostra analisada. Porém, poucos estudos discutem a aplicacdo da
avaliagao histoldgica na toxicidade do desenvolvimento, bem como adaptagdes
nas metodologias em favor das particularidades das amostras de embrides.

O embrido de ave Gallus gallus (G. gallus) € um modelo consolidado na
embriologia e também tem sido usado em estudos de toxicidade no
desenvolvimento (SMITH; FLENTKE; GARIC, 2012; CHENG et al., 2017; YAN
et al., 2020). Devido a sua similaridade morfolégica e molecular com outros
vertebrados, principalmente durante o periodo filotipico (SLACK, 2013; IRIE;
KURATANI, 2014; DROST et al., 2017; HU et al., 2017), esse modelo fornece
uma plataforma apropriada para o estudo dos efeitos de substdncias no
desenvolvimento embrionario. Além disso, apresenta desenvolvimento rapido,
€ de facil manipulagéo experimental e oferece bom custo-beneficio (KIECKER,
2016). Apesar dessas vantagens, a manipulacdo de embrides € laboriosa
devido a sua fragilidade e tamanho reduzido, principalmente nos estagios
iniciais de desenvolvimento (até 4 dias de incubagdo para o embrido de
galinha). Essas caracteristicas dificultam a obtencdo de secc¢des histologicas
com excelente preservacgao tecidual e orientagao adequada.

Durante o processamento histologico, diferentes matrizes de incorporagao

podem ser empregadas para impregnar o tecido, para fornecer suporte e
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permitir a obtencao de secgdes bastante delgadas (WOLFE, 2019). A literatura
relata o uso de diferentes meios de inclusdo e emblocagem para histologia de
tecidos animais adultos e de plantas, como resinas a base de parafina. Porém,
os tecidos embrionarios demandam uma manipulagdo mais delicada e os
processamentos usuais nao sao eficientes em proporcionar uma boa
preservagdo da estrutura e detalhes celulares (GONZALEZ SANTANDER et
al.,, 1997). O polietilenoglicol (PEG) e resinas a base de glicol metacrilato
(GMA) sao potenciais alternativas para histologia de embrides devido as suas
propriedades e protocolos de processamento. No entanto, n&do foram
encontrados relatos na literatura sobre o uso do PEG no processamento de
embrides em estagios iniciais e a aplicagao de resinas a base de GMA € pouco
explorada nesta area.

A parafina € o meio de inclusdo mais comum para histologia. Suas
formulagcdes comercialmente disponiveis sdo compostas por misturas de
alcanos de cadeia longa e polimeros plasticos, que fundem a 56-58°C
(BASKIN, 2014). O Paraplast € uma resina comercial a base de parafina, que
apresenta boa infiltragdo, fornece secgdes de qualidade (GEMUSSE et al.,
2021; RUBIO-VARGAS et al., 2021) e é compativel com a maioria das
coloragdes e protocolos de imunohistoquimica (WOLFE, 2019). Sua formulagéo
€ conhecida como Paraplast Plus quando contém dimetil sulféxido (DMSO),
que acelera a infiltragcdo e favorece a microtomia, permitindo a obtencao de
cortes de até 2-4um (SHARIFF; KALER, 2016). Porém, devido a sua
insolubilidade em agua, o processamento requer solventes de transicdo, como
o xilol, antes da infiltragdo nos tecidos (MCMILLAN; HARRIS, 2018). Esta etapa
intermediaria pode prejudicar o resultado final, endurecer e retrair o tecido
(CHEN et al., 2010), especialmente de amostras delicadas como embrides de
G. gallus em estagios iniciais.

Os polietilenoglicéis séo polimeros de oxido de etileno, produzidos por
catalise alcalina e conhecidos por “PEG”, seguido de um valor numérico, que
representa o seu peso molecular médio (HENNING, 2002). O PEG é um meio
de incorporagcdo miscivel em agua e etanol, que € aplicavel em histologia,
imunohistoquimica e imunofluorescéncia (SMITHSON; MACVICAR; HATTON,
1983). Possui baixo custo de producdo (HENNING, 2002) e é comumente
utiizado em histologia vegetal (BARBOSA et al., 2010 ou histoquimica
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(FERREIRA et al., 2014). Alguns estudos discutem as suas varias aplicagdes
no estudo de tecidos animais, como histologia (MILES; LINDER, 1952;
SIDMAN; MOTTLA; FEDER, 1961) imunohistoquimica (MOWERY et al., 1989;
KLOSEN; MAESSEN; AGUILAR, 1993), histoquimica enzimatica e
histofluorescéncia (SMITHSON; MACVICAR; HATTON, 1983). No entanto, ndo
existem estudos recentes que o empreguem como meio de incorporagao unico
no processamento de tecidos animais. Talvez sua baixa aceitagao ocorra por
problemas durante a microtomia em ambientes com alta umidade e a
montagem das laminas (SMITHSON; MACVICAR; HATTON, 1983), devido as
propriedades higroscopicas do PEG (KIERNAN, 2015). Além disso, néo ha
trabalhos sobre suas aplicagbes para histologia de embrides em estagios
iniciais, ou imunomarcagao, embora seu uso parega promissor devido ao
processamento mais suave quando comparado com resinas a base de
parafina. Entre as vantagens em relagdo ao paraplast, estdo a solubilidade em
agua, excluindo necessidade de desidratagdo para sua infiltragdo no tecido,
além de menor temperatura de fuséo.

As resinas a base de GMA, como a historesina, sdo meios de
incorporagao hidrofilicos que proporcionam boa preservagcdo morfoldgica, pois
seus protocolos ndo requerem agentes clareadores e altas temperaturas de
infiltracdo (WOODRUFF; GREENFIELD, 1979). Diversas formulagbes foram
descritas e diferentes kits comerciais estdo disponiveis, nos quais a proporgao
do mondmero e outros componentes podem variar (STIRLING; WOODS,
2019). O GMA nao reage com grupos quimicos no tecido, que sao importantes
para os métodos de coloragcdo. Assim, eles sdo compativeis com muitos
protocolos histolégicos e histoquimicos usados para secg¢des de parafina, com
algumas modificacdes (YEUNG; CHAN, 2015).

A adeséao das seccoes histolégicas as laminas é fundamental para evitar
a perda dos cortes durante protocolos de coloragdo ou imunohistoquimica e
dependem da resina utilizada e das analises que serdo feitas. Em alguns
casos, laminas limpas e secas séo suficientes, como para sec¢cdes em resina
de GMA, que aderem as laminas pelo calor e evaporagcdo da agua em uma
placa aquecida (LEITAO, 2018). Todavia, secgbes em paraplast e PEG
requerem revestimentos adesivos nas laminas, como albumina, gelatina, poli-L-

lisina ou organosilano (3-aminopropiltrietoxi-silano) (CULL, 2019). A albumina &
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comumente utilizada no processo de microtomia de blocos de paraplast,
fazendo a adesao dos cortes pelo aquecimento das laminas a 55-60°C apés a
disposicdo das secgdes. Esse processo leva a coagulagdo da camada de
albumina, que se torna insoluvel em agua e previne que os cortes se soltem da
lamina (KIERNAN, 1999). Ja o processo de gelatinizagcdo, com solugao
contendo sulfato de cromo e potassio, confere carga positiva as laminas,
fazendo com que elas atraiam tecidos carregados negativamente (CERRI et al.,
2014).

Os métodos de coloracdo histologica sdo empregados para realgar
caracteristicas dos tecidos e promover contraste entre as estruturas
(ALTURKISTANI; TASHKANDI; MOHAMMEDSALEH, 2015). As hematoxilinas
coram a cromatina nuclear e outros componentes celulares acidos (FELDMAN;
WOLFE, 2014). Dentre elas, a hematoxilina de Harris combinada com a eosina
€ a mais utilizada (LI et al., 2018) para demonstrar a estrutura histologica geral
dos tecidos. O cation mordente nesse caso € o aluminio, que atua como
mediador da ligagdo entre o corante e o tecido, conferindo ao nucleo uma
coloragédo avermelhada, que muda para azulada quando exposta a uma
solugdo fracamente alcalina, frequentemente agua corrente da torneira
(FELDMAN; WOLFE, 2014). Em contraste, a eosina cora o citoplasma celular e
a maior parte do tecido conjuntivo em diferentes tons e intensidades de rosa,
laranja e vermelho. Entre os tipos de eosina disponiveis, a Y é a mais utilizada,
sendo soluvel em etanol e agua (BANCROFT; LAYTON, 2019), o que a torna
apropriada no processamento com resinas de GMA. Além disso, a floxina é
muito usada para gerar uma coloragéo citoplasmatica mais escura (FELDMAN;
WOLFE, 2014).

Até o momento, ha pouca informagao na literatura sobre o método ideal
para obter orientagdo precisa do tecido e preservacao morfolégica ideal de
seccoes de embrides. Na busca pelo processamento ideal, foram testadas trés
resinas de incorporagédo diferentes (paraplast, PEG e historesina) a fim de
encontrar o melhor protocolo para histologia de estagios iniciais de embrides de
galinha. Esses resultados contribuem com o aperfeicoamento das
metodologias de inclusdo e emblocagem, que se aplicam em muitas areas que

envolvem a embriologia, incluindo a toxicologia.
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2. Material e métodos

2.1. Animais

Ovos de Gallus gallus fertilizados e n&o incubados foram fornecidos por
um incubatorio, em Curitiba. Foram utilizados aproximadamente 50 ovos, de
pelo menos trés lotes diferentes. Todos os procedimentos foram aprovados
pelo Comité de Etica em Uso de Animais do Setor de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal do Parana (CEUA / BIO - UFPR, certificado n°® 1098;
http://www.bio.ufpr.br/portal/ceua/) (ANEXO 1).

2.2. Incubagao

Os ovos com a casca integra foram higienizados com etanol 70% e
posicionados aleatoriamente em uma incubadora BOD (Demanda Bioquimica
de Oxigénio, modelo SL-224, SOLAB Cientifica) com a camara de ar voltada
para cima. A temperatura durante o periodo de incubagdo (72 horas) foi
mantida em 38°C (+ 0,5), com umidade de 60% e ventilagdo constante
(BELLAIRS; OSMOND, 2014).

2.3. Coleta dos embrides

ApoOs 72 horas de incubagao, os ovos foram abertos usando o método da
janela descrito por Korn e Cramer (2007). Inicialmente, 5 minutos antes da
abertura, os ovos foram colocados na posi¢cao horizontal na incubadora, para
que o embrido se posicionasse na lateral do ovo voltada para cima,
possibilitando a sua visualizagdo pela janela. Esse posicionamento é possivel
devido a ligagao existente entre a membrana vitelinica e a chalaza, que permite
que o vitelo gire, mantendo o embridao sempre no topo (RAHMAN et al., 2007).
Apos a retirada dos ovos da incubadora, uma fita adesiva foi colada na casca
no local onde seria feita a abertura. Em seguida, foram retirados 5 ml de
albumina com seringa e agulha (FIGURA 1 A) e, com tesoura (FIGURA 1 B), foi
aberta uma janela de aproximadamente 6 cm? (FIGURA 1 C) e a viabilidade do
embrido foi observada (FIGURA 2). Os embrides foram considerados vivos se
exibissem coloragao rosea brilhante, batimentos cardiacos e vasos sanguineos
extraembrionarios integros (FIGURA 2 A). Os embrides mortos apresentavam

membrana vitelinica esbranquicada e opaca, auséncia de batimentos cardiacos
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e vasos sanguineos extraembrionarios nao intactos (FIGURA 2 B), ou disco
embrionario mais desenvolvido do que na postura mas, menos desenvolvido
que o esperado pelo tempo de incubagdo, o que significa que o
desenvolvimento foi retomado com a incubacédo, mas foi encerrado antes da
coleta do embrido (FIGURA 2 C). Além disso, alguns embrides foram
classificados como nao tendo o desenvolvimento retomado com a incubagao
(FIGURA 2 D). Os embrides mortos foram descartados.

FIGURA 1 - COLETA DOS EMBRIOES

A: Remogéao de albumina. B: Abertura da janela. C: Visualizagao do embrido. FONTE: A autora
(2017).

FIGURA 2 - VIABILIDADE EMBRIONARIA APOS 72 H

A: Embrido vivo (72 horas), B e C: Embrides mortos. D: Embrido classificado como n&o tendo o
desenvolvimento retomado com a incubagdo. Ponta de seta: Vasos sanguineos
extraembrionarios integros. Seta fina: Embrido vivo. Area circulada: Embrido morto. Astericos
(*): Vasos sanguineos rompidos. Area tracejada: Blastoderme. FONTE: A autora (2017).

Os embrides vivos foram coletados, transferidos para uma placa de Petri
com solugao salina tamponada com fosfato (PBS), onde o excesso de suas
membranas extraembrionarias foi removido. Em seguida, os embrides foram
fixados em paraformaldeido 2% (em PBS) por 72 horas, em placa de 24 pogos,

para posterior processamento histologico.

2.4. Orientagao dos embrides
Para a correta orientagdo do embrido, os espécimes foram incluidos como
embrido inteiro ou fragmento (regido cefalico-cervical e tronco-caudal)

(FIGURA 3). Essa estratégia foi adotada devido as dificuldades no momento da
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orientacdo do material em paraplast e PEG, pois a cabeca € mais pesada e
tende a afundar e, assim, elevar o tronco, gerando um angulo indesejado. Além
disso, essa separacao € interessante para estudos de regides especificas.
Para a obtencao dos fragmentos, os embrides foram separados nessas regides
com navalha, sob estereomicroscopio (SQF-F, Tecnival®). Essa divisao foi
realizada somente para os processamentos em paraplast e PEG.

FIGURA 3 - DIVISAO DO EMBRIAO EM PORGCAO CEFALICO-CERVICAL E TRONCO-
CAUDAL

ﬁ Porgéo cefélico-
q - cervical
M

Porgéo tronco-caudal

FONTE: A autora (2020).

2.5. Processamento em paraplast

Os embrides fixados foram lavados em PBS, desidratados em série
crescente de etanol, diafanizados em xilol e infiltrados em Paraplast Plus (Leica
Biosystems) a 58°C (KANNO et al.,, 2013). Os diferentes tempos testados
nessas etapas estdo detalhados no QUADRO 1. Em seguida, foram orientados
e emblocados para a obtencdo de cortes transversais. A emblocagem foi
realizada em moldes metalicos com cassetes. Cada bloco continha um embrido

inteiro ou um fragmento de embri&o.



QUADRO 1 - ETAPAS DO PROCESSAMENTO EM PARAPLAST
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Solugao Tempo

PBS 15 min

Etanol 70% 10 ou 15 min

Etanol 80% 10 ou 15 min

Etanol 90% 10 ou 15 min

Etanol 95% 10 ou 15 min

Etanol 100% | 10 ou 15 min

Etanol 100% I 10 ou 15 min

Xilol 1 10 ou 15 min

Xilol I 3 ou 5 min
Paraplast | 15, 30, 45 ou 60 min
Paraplast Il 15, 30, 45 ou 60 min
Paraplast Il 15, 30, 45 ou 60 min

FONTE: Modificado de Kanno et al. (2013).

Cortes de 5 um foram obtidos em micrétomo semiautomatico (RM 2145 -
Leica Biosystems), utilizando laminas histolégicas descartaveis de aco, e
colocados em laminas de vidro cobertas com albumina de Mayer (QUADRO 2)
e agua. Apo6s a distensdao dos cortes em placa aquecida, as laminas foram
secas durante a noite a temperatura ambiente. Entdo, as secc¢des foram
desparafinizadas em xilol, hidratadas em série decrescente de etanol e agua
destilada e coradas com Hematoxilina de Harris e eosina-floxina (H&E). Em
seguida, foram desidratadas em etanol e etanol-xilol, clarificadas em xilol e
montados com Entellan® e laminula. Todas as etapas realizadas no

processamento e coloracao estao detalhadas nos QUADROS 1 e 3.

QUADRO 2 - PREPARO DA SOLUGAO DE ALBUMINA

Tipo Preparo
Albumina concentrada (estoque) Clara de ovo e glicerina (1:1)

Albumina de Mayer (uso) Albumina concentrada e agua destilada (1:5)

FONTE: Modificado de Oliveira Ribeiro et al. (2012) e Pownall e Saha (2019).
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QUADRO 3 - COLORAGCAO DE H&E PARA SECGCOES EM PARAPLAST

Solugao Tempo

Xilol 6 min

Etanol 100% 6 min

Etanol 95% 6 min

Etanol 90% 3 min

Etanol 80% 3 min

Etanol 70% 3 min

Agua destilada Imerséo, duas vezes
Hematoxilina 30 s, 1 min ou 2 min*
Agua corrente 10 min

Agua destilada Imerséo, duas vezes
Eosina-floxina 30 s, 1 min ou 2 min*
Agua destilada Imerséo, duas vezes
Etanol 95% 1 min

Etanol 100% | 3 min

Etanol 100% I 3 min

Etanol 100%: Xilol (1:1) 3 min

Xilol I ou Acetato de amila® 3 min

Xilol Il ou Acetato de amila® 3 min

* Os tempos de 1 e 2 minutos foram utilizados somente para amostras pré-emblocadas. #: O
acetato de amila foi utilizado somente para amostras pré-emblocadas. FONTE: Modificado de
lunes, Branco e Amaral (2013).

Devido a dificuldade em obter orientagcdo precisa para a microtomia dos
embrides emblocados em paraplast, optou-se por realizar uma pré-
emblocagem. Nessa etapa os embrides foram imobilizados em uma solug¢ao de
agar-gelatina antes da emblocagem em paraplast. Esse protocolo foi baseado
nos estudos de Buzzel (1975), Ghassemifar e Franzén (1992), Jones e
Calabresi (2007) e McClelland e Bowles (2015), com modificagbes. Solugdes
estoque de agar (4%) e gelatina (5%) em PBS foram preparadas para obter
uma solugéo final de agar-gelatina, que variou entre 2 ou 4% e 2,5 ou 5%,
respectivamente. Apos testes, as concentragdes finais escolhidas foram: agar a
2% e gelatina a 5%.

Os embrides fixados foram lavados em PBS (duas vezes, por 5 minutos
cada) e, em seguida, transferidos para uma gota de agar-gelatina em uma
placa de Petri (FIGURA 4 A) (MCCLELLAND; BOWLES, 2015) ou em um
molde de polietileno preenchido com 600 pl da solugdo (FIGURA 4 B), e

orientados para a obtengdo de cortes transversais, iniciando na por¢ado mais
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anterior. Apos a polimerizagéo, os blocos foram retirados dos moldes (FIGURA
4 C), trimados (0 excesso de agar-gelatina foi retirado) e a porgéao anterior do
bloco corada com eosina aquosa 1% (30 segundos), para indicar a orientagao
do embrido. Em seguida, os blocos foram colocados em cassetes histologicos
identificados e armazenados em solucdo de etanol 70% ou NaCl 0,9%, por,
pelo menos, 24 horas. O processamento em paraplast foi realizado conforme
descrito anteriormente nesta secao, exceto a etapa com xilol que foi substituido

por acetato de amila no processamento de metade dos blocos.

FIGURA 4 - PRE-EMBLOCAGEM EM SOLUGAO DE AGAR-GELATINA

A: Fragmentos de embridbes em uma gota de solugdo em uma placa de Petri. B: Regides
cefélica e cervical de um embrido em um molde de polietileno preenchido com a solugdo. C:
Bloco de agar-gelatina apods polimerizagdo. Seta fina: Regido tronco-caudal. Ponta de seta:
Regido cefalica e cervical. Seta grossa: Embrido inteiro. FONTE: A autora (2020).

2.6. Processamento em polietilenoglicol

Dois métodos foram testados, com desidratagdo (método 1) (M1) e sem
(método 2) (M2), conforme descrito por Wolosewick (1986). Primeiro, os
embrides fixados foram lavados em PBS (15 minutos) e depois processados
com o M1 ou M2. No M1, os embrides foram desidratados em etanol (25-100%,
10 minutos cada) e infiltrados em duas solugdes de PEG e etanol 100%, nas
proporgdes 1:1 e 2:1, por 30 ou 60 minutos cada. Em seguida, foram
transferidos para PEG 100% (duas trocas), por 30 ou 60 minutos (QUADRO 4).
No processamento M2, as solu¢des foram preparadas em agua destilada nas
concentragdes (v / v) 25, 50 e 70% de PEG. Os embrides foram infiltrados
nessas solugdes por 15 ou 30 minutos cada. Em seguida, transferidos para o
PEG 100% (duas trocas de 15 ou 30 minutos cada) (QUADRO 5). Todo o

processamento foi realizado em uma microplaca de 24 pocos. Em todas as
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etapas com solugdes contendo PEG, as amostras foram mantidas a 55°C.
Apos a infiltragdo com PEG, os embrides foram incluidos em moldes de papel.
Sobre placa aquecida, o molde identificado foi preenchido com PEG e o
embrido foi devidamente orientado para a obtencdo de cortes transversais.
Dessa forma, foi possivel aumentar o tempo de polimerizag&o, principalmente
em dias frios, o que permitiu mais tempo para a manipulacdo do embrido na
resina de emblocagem. Cada bloco continha um embrido inteiro ou um
fragmento de embrido. Os blocos foram mantidos em recipiente com silica, a
temperatura ambiente ou a 4°C, para polimerizagao overnight. Posteriormente,
os blocos foram retirados dos moldes e armazenados em recipiente com silica,
para evitar umidificacdo e amolecimento. Na sequéncia, antes do corte, foram
trimados e fixados em suporte de madeira com PEG previamente derretido.
Usando navalhas descartaveis, secc¢des transversais de 5 ym foram
obtidas em micrétomo semiautomatico (Leica RM 2145). As secgbes foram
colocadas em laminas revestidas com albumina de Mayer ou gelatina a 0,1%
ou 1%, com ou sem solugéo de Triton® X-100 (0,1% em PBS). A solucéo de
Triton 0,1% foi utilizada para melhorar a distensdo dos cortes (SMITHSON;
MACVICAR; HATTON, 1983). Apds a distensao dos cortes em placa aquecida,
as laminas foram secas overnight, a temperatura ambiente. Em seguida, os
cortes histolégicos foram hidratados em etanol 70% e agua destilada e corados
com hematoxilina de Harris (30 segundos) e eosina-floxina (30 segundos)
(QUADRO 6). Apds a secagem, as secgdes foram cobertas com Permount® e

laminula. Todos os procedimentos estdo detalhados nos QUADROS 4, 5 e 6.



QUADRO 4 — ETAPAS DO PROCESSAMENTO COM PEG - METODO 1

Solugao Tempo
PBS 15 min
Etanol 25% 10 min
Etanol 50% 10 min
Etanol 70% 10 min
Etanol 95% | 10 min
Etanol 95% Il 10 min
Etanol 100% | 10 min
Etanol 100% : PEG (1:1) 30 ou 60 min
Etanol 100% : PEG (1:2) 30 ou 60 min
PEG 100% | 30 ou 60 min
PEG 100% Il 30 ou 60 min
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FONTE: Modificado de Wolosewick (1986).

QUADRO 5 — ETAPAS DO PROCESSAMENTO COM PEG — METODO 2

Solugao Tempo

PBS 15 min

PEG 25% 15 ou 30 min
PEG 50% 15 ou 30 min
PEG 70% 15 ou 30 min
PEG 100% | 15 ou 30 min
PEG 100% Il 15 ou 30 min

FONTE: Modificado de Wolosewick (1986).

QUADRO 6 - COLORACAO DE H&E PARA SECGOES EM PEG

Solugao Tempo

Etanol 70% 3 min

Agua destilada Imersao, uma vez
Hematoxilina 15s,30s0u4bs
Agua corrente 10 min

Agua destilada Imers&o, uma vez
Eosina-Floxina 15s,30s0u45s
Agua destilada Imersdo, uma vez

FONTE: A autora (2020).

2.7. Processamento em historesina
Esse protocolo foi baseado em Gonzalez Santander et al. (1997), com

modificacdes. A solucdo de uso foi preparada de acordo com o manual do kit
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de historesina (Leica Biosystems), diluindo 5 g do composto ativador em 50 ml
de resina (hidroxietil metacrilato), sendo armazenada a 4°C. Em uma placa de
24 pogos, os embrides foram lavados em PBS e desidratados em série
crescente de etanol (QUADRO 7). Em seguida, foram imersos em solugao de
pré-infiltragdo (etanol 100% e solugédo de uso, 1:1) e, depois, em solugao de
infiltrac&do (solugao de uso), ambas a temperatura ambiente. Em seguida, cada
embrido foi colocado em 600 pl de solugédo de emblocagem (solugédo de uso e
composto endurecedor, 15:1), em moldes de polietileno, e orientado para a
obtencédo de cortes transversais (FIGURA 5 A). Para manter o embridao na
posicdo desejada, uma placa fria e uma aquecida foram utilizadas para
controlar o tempo inicial de polimerizagao, e uma pinga ou um palito de madeira
para segurar o embrido em posicado. Cada bloco foi identificado e colocado em
dessecador a vacuo com silica por 48 horas, para completa polimerizagao
(FIGURA 5 B). Na sequéncia, os blocos foram retirados dos moldes e
armazenados em recipiente com silica, para evitar umidificacdo e
amolecimento.

Para a microtomia, foram utilizados dois microtomos: um semiautomatico
(Leica RM 2145) e um manual (Spencer 820), para avaliar o melhor método de
fixagdo do bloco. No semiautomatico, o bloco foi fixado diretamente ao suporte
do micrétomo e seccionado com navalhas de tungsténio (FIGURA 5 C). No
manual, o bloco foi fixado a um suporte de madeira com cola de cianoacrilato
antes de ser posicionado no microtomo e seccionado com navalha de ago ndo
descartavel (FIGURA 5 D). Os blocos foram desbastados até que o tecido
atingisse a superficie de corte. A coloracdo com azul de toluidina (0,1%) foi
usada para confirmar a presenga da amostra nas primeiras seccoes. Apos a
confirmacéo, foram obtidos cortes de 5 ym, que foram dispostos sobre gotas de
agua em laminas de vidro limpas (sem revestimento), distendidos e secos em
placa aquecida. Em seguida, as sec¢des foram hidratadas em agua destilada e
coradas com Hematoxilina de Harris e eosina aquosa 1% (QUADRO 8). Apos a

secagem, as secgdes foram cobertas com Permount® e laminula.
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FIGURA 5 — PROCESSAMENTO EM HISTORESINA

A: Embrido emblocado em molde de polietileno. B: Dessecador e bomba de vacuo. C: Bloco
posicionado no micrétomo semiautomatico mostrando a vista lateral do bloco transparente e da
navalha. D: Bloco fixado em madeira e posicionado no micrétomo manual. Seta preta: Embrido.
FONTE: A autora (2020).

QUADRO 7 — ETAPAS DO PROCESSAMENTO EM HISTORESINA

Solugao Tempo
Etanol 30% 5 min
Etanol 50% 10 min
Etanol 70% 10 min
Etanol 80% 10 min
Etanol 90% 10 min
Etanol 100% | 10 min
Etanol 100% II 10 min
Pré-infiltracao 2h
Infiltracao 12 h
Emblocagem (solu¢ao de uso + endurecedor) 12 h (ou até completa polimerizagéo)

FONTE: Modificado de Gonzalez Santander et al. (1997).

QUADRO 8 — COLORACAO DE H&E PARA SECCOES EM HISTORESINA

Solugao Tempo
Agua destilada 3 min
Hematoxilina 1,5, 15 ou 30 min
Agua corrente 10 min
Agua destilada Imerséo, trés vezes
Eosina aquosa (1%) 1,3, 5,10 ou 12 min
Agua destilada I* Imersao, trés vezes
Agua destilada II* Imersao, trés vezes

FONTE: A autora (2020).
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2.8. Analise

Foram analisadas 900 laminas e aproximadamente 10000 secgbes. As
laminas histoldgicas foram analisadas em microscopio o6ptico (Metrimpex
Hungary / PZO-Labimex, Studar lab). Apos selecdo das laminas analisadas, o
material foi documentado em fotomicroscéopio de campo claro (Olympus BX40,
Camera DP71, software DPController), do Laboratério de Ficologia
(Departamento de Botanica - UFPR).

Os parametros avaliados para considerar o melhor método de
emblocagem para os embrides de galinha em estagios iniciais foram: 1)
precisao da orientagao do tecido, 2) visualizagdo dos embrides nos blocos, 3)
microtomia, 4) contraste na coloragdo, 5) preservagdo das estruturas
(manutencdo da morfologia e presenga de artefatos), 6) tempo de
processamento e 7) custo de processamento.

Os trés métodos de incorporacao testados receberam uma pontuagao
para cada parametro avaliado, de acordo com o indice de avaliacédo
desenvolvido para este trabalho. Os valores variaram de 0 a 5 (QUADRO 9),
sendo que quanto maior a pontuagao, mais favoravel é a utilizagdo da resina.

A precisdo da orientagdo do tecido, a visualizagdo dos embrides nos
blocos e a microtomia foram consideradas de impossivel (pontuagdo = 0) a
excelente (pontuagéo = 5). O contraste fornecido pela coloragao foi classificado
de muito fraco (pontuagao = 0) a excelente (pontuagédo = 5), pela observagéo
do nudcleo, nucléolo e citoplasma. Quanto a preservacao, foi considerada a
forma das células e estruturas embrionarias (ectoderme, tubo neural, notocorda
e somitos), sendo que a morfologia variou de muito ruim (pontuagéo = 0) a
excelente (pontuacédo = 5) e os artefatos foram classificados de muito
frequentes (pontuacao = 0) a ndo observados (pontuagao = 5). A presenca de
artefatos foi classificada de frequente (pontuacgao = 0) a rara (pontuacao = 5). O
custo e o tempo foram comparados proporcionalmente e considerado o maior

com pontuagado = 0 e 0 menor com a pontuagao = 5.
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QUADRO 9 — PARAMETROS AVALIADOS E A CLASSIFICACAO CORRESPONDENTE

Classificacao

Parametros
0 1 2 3 4 5
.. . ~ , . e Muito
Precisao na orientagéo Impossivel Ruim Dificil Boa boa Excelente
Visualizagao dos embrices o csivel  Ruim Dificil Boa  Muito Excelente
nos blocos boa
. . , . e Muito
Microtomia Impossivel Ruim Dificil Boa boa Excelente
= . ; . - Muito
Contraste na coloragao Muito fraco Ruim Satisfatério  Bom bom Excelente
Preservacao das estruturas
. . . . . - Muito
Morfologia Muito ruim Ruim Satisfatoria  Boa boa Excelente
Artefatos Muito Frequentes Ocasionais Raros Muito N&o
frequentes Raros observados
Maior tempo o o o +20% o
Tempo de processamento (30 h) 80% 60% 50% 6 h) 1+ 10% (3 h)
Custo Maior preco + 80% +50% + 25% +10% +5%

FONTE: A autora (2020).
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3. Resultados

A apresentagdo dos resultados sera dividida por parametro analisado e

por resina.

3.1. Precisao na Orientagao

Paraplast
A orientagdo dos embrides inteiros foi dificil na emblocagem em paraplast

(FIGURA 6 A-B), uma vez que as etapas do processamento os tornaram
rigidos e opacos, impossibilitando a identificagcdo dos eixos corporais. Além
disso, a rapida polimerizacdo da resina a temperatura ambiente e o tamanho
reduzido dos embrides (aproximadamente 5 mm), impossibilitaram posiciona-
los e manté-los na posi¢cdo desejada para obter secgdes transversais das
regides cefalica, cervical, do tronco e caudal. Mesmo apds a divisdo do
embrido em dois fragmentos, ndo foram obtidas seccbes em cortes
transversais da regido cefalica-cervical (FIGURA 6 A-B), somente da regido
tronco-caudal (FIGURA 6 C).

Na tentativa de melhorar a orientacdo dos embrides no bloco, foi realizada
a pré-emblocagem em agar-gelatina (FIGURA 6 D-F). O primeiro teste
realizado, com uma solugdo de pré-emblocagem contendo agar a 2% e
gelatina a 2,5% néo foi eficiente, pois as gotas utilizadas foram dissolvidas na
solugdo de NaCl 0,9% e na de etanol 70%. Entdo, para o segundo teste, a
concentragdo de agar foi aumentada para 4% e a de gelatina para 5%, porém,
ainda assim nao foi possivel a sua utilizacéo, pois a solugéo apresentou muitos
grumos. Posteriormente, no terceiro teste, o material foi pré-emblocado
utilizando moldes e maior quantidade de solugdo (aproximadamente 600ul),
buscando a nao dissolugdao dos blocos. Entretanto, esses blocos também se
dissolveram na solugdo de NaCl 0,9%, porém nao no etanol 70%. Na etapa
seguinte, a de clarificagdo, os blocos foram dissolvidos no xilol e quando
utilizado o acetato de amila ficaram opacos, o que impossibilitou a visualizacéo

da orientagcao dos embrides.
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Polietilenoglicol

Apesar do PEG proporcionar um tempo maior para posicionar o embrido,
a acuracia na orientacdo do embrido inteiro para corte ndo foi satisfatéria. Ja
apos a fragmentacgao, foram obtidos angulos mais favoraveis, porém a regiao
cefalica-cervical (FIGURA 6 G-H) foi mais dificil de orientar do que a tronco-
caudal (FIGURA 6 I).

Historesina

A utilizagcao dessa resina foi a mais adequada para as particularidades
das nossas amostras. A historesina € translucida e sua polimerizagéo € lenta,
quando comparada aos outros meios de emblocagem. Dessa forma, houve
tempo suficiente para orientar os embrides e manté-los na posigdo desejada
nos blocos, sem a necessidade de fragmenta-los. Além disso, as etapas do
processamento clarificam a amostra, porém ainda permitindo a identificagao
dos eixos corporais do embrido. Devido ao sucesso no posicionamento preciso
dos embrides nos blocos, as estruturas embrionarias foram facilmente
identificadas (FIGURA 6 J-L).
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3.2. Visualizagao dos embrides nos blocos, microtomia e coloragcao

Paraplast
Como foi impossivel observar os embrides nos blocos (FIGURA 7 A)

grande parte do material foi perdida na etapa de microtomia, pois a presenca
da amostra nos cortes ndo era facilmente identificada. Apesar disso, foi
possivel a obtencdo e houve a formacgao de fitas, mesmo nao sendo possivel
identificar o inicio ou angulo do embrido no bloco.

A coloracdo de H&E proporcionou contraste apropriado entre nucleo e
citoplasma (FIGURA 8 A-B) e, dessa forma, detalhamento celular satisfatorio.
Foi possivel observar o citoplasma, nucleo e, com ajuste micrométrico, o
nucléolo, na maioria das seccdes. As melhores coloracées foram observadas
para as secgdes coradas com tempos de 30 segundos para Hematoxilina de
Harris e eosina-floxina (QUADRO 10).

Nao foi possivel obter cortes histologicos dos embrides pré-emblocados
em agar-gelatina para analise, pois as sec¢des se rompiam assim que eram
confeccionadas (dados nao mostrados). Os tempos de desidratacédo e
infiltracdo foram ajustados, porém nao houve melhora da integridade das
seccoes obtidas. Além disso, coloracdo inadequada foi observada com
frequéncia (FIGURA 8 C-E) e, no geral, ndo foi possivel diferenciar citoplasma,

nucleo e nucléolo, mesmo com ajustes no protocolo de coloragao.

Polietilenoglicol

Nao foi possivel visualizar os embrides nos blocos (FIGURA 7 B), apos a
polimerizacao, também devido a opacidade da resina, tornando inviavel sua
visualizacido e consequente perda de material.

A microtomia do material emblocado em PEG foi um processo arduo, pois
as seccdes sao muito delicadas, assim como a amostra, e se desfaziam a
medida que eram confeccionadas. Outro fator que dificultou a microtomia foi a
umidade no ambiente, por isso 0 armazenamento precisou ser a temperatura
ambiente, em recipiente com silica. A distensdo dos cortes foi satisfatoria
somente quando utilizada a solugao de Triton X-100 a 0,1%, o que contribuiu
também com a boa adesdo dos cortes as laminas revestidas com gelatina a

1%. Durante as etapas de coloragdo, todas as secgdes histoldgicas dispostas
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sobre laminas cobertas com albumina e gelatina a 0,1% desaderiram,
ocasionando a perda de todo material.

O detalhe celular nao foi satisfatério, pois a coloragdo com H&E nao
forneceu um bom contraste, dificultando a visualizagc&do do citoplasma, nucleo e
nucléolo (FIGURA 8 E-F), mesmo apds ajustes na coloragdo. Ainda que o
material ndo tenha ficado adequado com essa resina e a visualizagao tenha
sido extremamente dificil, os melhores tempos observados foram de 30

segundos, para Hematoxilina de Harris e eosina-floxina (TABELA 10).

Historesina

Em contraste ao observado nas outras metodologias descritas nesse
trabalho, a emblocagem em historesina possibilitou a observagcdo do embriao
no bloco (FIGURA 7 C) devido a sua transparéncia.

Ao utilizar os suportes de madeira para fixar os blocos no micrétomo é
necessario que eles sejam colados no dia anterior, para que a cola seque
completamente, e armazenados em recipiente com silica até o momento da
microtomia (para evitar o amolecimento da resina). A obtencédo dos cortes em
historesina € mais demorada, pela dureza da resina e ao fato de que a
formacéo de fitas de cortes € rara, o que torna a obtengao de cortes seriados
mais laboriosa.

A coloracdo de H&E proporcionou excelente contraste e grande
detalhamento celular, com citoplasma, nucleo e nucléolo facilmente
distinguiveis (FIGURA 8 G-H). O tempo para realizacdo do protocolo de
coloracao foi mais longo do que nas outras resinas, porém apresentou menos
etapas. Os melhores tempos foram de 30 minutos para hematoxilina de Harris
e 12 minutos para eosina (QUADRO 10). E importante ressaltar que as
solugdes-corante ndo podem conter alcool, pois ele dissolve a historesina e as

secgdes soltam da ldmina, ocasionando perda.
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FIGURA 7 — PARAMETRO VISUALIZAGAO DOS EMBRIOES NOS BLOCOS

e

A: Paraplast. B: PEG. C: Historesina. Seta: Embrido. FONTE: A autora (2020).

QUADRO 10 - TEMPOS DE COLORACAO COM MELHORES RESULTADOS

Resina Solucgao Tempo

Hematoxilina 30s

Paraplast
Eosina-Floxina 30s
Hematoxilina 30s
PEG

Eosina-Floxina 30s

Hematoxilina 30 min
Historesina

Eosina aquosa (1%) 12 min

FONTE: A autora (2020).

3.3. Qualidade da preservagao tecidual

Nessa categoria foram avaliadas a manutengcdo da morfologia e a

presenca de artefatos.

Paraplast
O processamento dos embrides em paraplast gerou boa preservagao

tecidual (FIGURA 8 A-B), com manutencdo da estrutura dos somitos, sendo o
dermatomo e midtomo identificaveis (FIGURA 8 A). No entanto, foram
observados artefatos que comprometem uma analise histologica detalhada das
estruturas embrionarias. Retracao tecidual ocorreu frequentemente ao redor do
tubo neural e na mesoderme paraxial (FIGURA 8 A-B). Além disso, houve

rompimento do tecido, principalmente na ectoderme, tubo neural e
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mesénquima (FIGURA 8 A-B). Os melhores resultados foram obtidos com os
tempos de processamento descritos no QUADRO 11.

A pré-emblocagem em agar-gelatina comprometeu a preservagao tecidual
(FIGURA 8 C-D), com perda da integridade e retracdo (FIGURA 8 D),
coloracédo fraca (FIGURA 8 C-D), baixissimo detalhe celular e presenga de
residuos de agar-gelatina (FIGURA 8 C).

QUADRO 11 - TEMPOS QUE APRESENTARAM MELHORES RESULTADOS

Solugao Tempo
Etanol 70% 15 min
Etanol 80% 15 min
Etanol 90% 15 min
Etanol 95% 15 min
Etanol 100% | 15 min
Etanol 100% I 15 min
Xilol | 3 min

Xilol 1 3 min

Paraplast | 15 min
Paraplast Il 15 min
Paraplast Il 15 min

FONTE: A autora (2020).

Polietilenoglicol

A preservacado do tecido n&o foi satisfatoria, independente do protocolo
utilizado. A retracéo tecidual (FIGURA 8 E) foi semelhante a observada com o
paraplast, porém a morfologia celular e tecidual foi considerada inadequada,
pois as células do tubo neural ndo se apresentaram justapostas e espacos
entre elas foram observados frequentemente (FIGURA 8 E-F). Além disso,
por¢cdes mais delicadas das secgdes histologicas, como as membranas
extraembrionarias, desaderiram e dobraram sobre o tecido (FIGURA 8 E) e o
detalhe celular proporcionado foi ruim. Os melhores resultados foram obtidos

com os tempos de processamento descritos no QUADRO 12.
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QUADRO 12 - TEMPOS QUE APRESENTARAM MELHORES RESULTADOS

Tipo Solugao Tempo
processamento

Etanol 100%: PEG (1:1) 30 min
Etanol 100% : PEG (1:2) 30 min

Método 1
PEG 100% | 30 min
PEG 100% lI 30 min
PEG 25% 30 min
PEG 50% 30 min
Método 2 PEG 70% 30 min
PEG 100% | 30 min
PEG 100% I 30 min

FONTE: A autora (2020).
Historesina

Apesar da fragilidade dos embrides de galinha em estagios iniciais, essa
resina proporcionou excelente preservagao tecidual, com manutengdo da
morfologia (FIGURA 13 G-H) e pouca retragdo, quando comparada as outras
resinas. Além disso, a ectoderme de superficie foi observada como um epitélio
simples cubico (FIGURA 13 H), caracteristica ndo vista claramente nas outras
metodologias. Foi possivel distinguir, também, o epitélio pseudoestratificado do
tubo neural, com células justapostas, figuras mitéticas no neuroepitélio,

proximas a superficie luminal, e na regido do esclerotomo (FIGURA 13 H).
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3.4. Tempo de preparagao dos blocos e custo

O tempo médio necessario para obtengdo dos blocos histologicos e o
custo podem ser fatores determinantes na escolha de resinas de emblocagem,
e por isso também foram descritos nesse trabalho. O tempo de processamento
com paraplast durou aproximadamente 6 horas, mas quando empregada a pre-
emblocagem agar-gelatina o tempo aumentou para 30 horas devido a adi¢cao
de etapas extras. Os menores tempos entre as resinas testadas foram obtidos
com o PEG, no M1 e no M2, que duraram 3 e 4 horas, respectivamente. No
protocolo em que se empregou a historesina, o tempo de processamento foi
proximo ao do paraplast com pré-emblocagem em &gar-gelatina
(aproximadamente 30 horas), pois a infiltragdo da historesina na amostra é
mais lenta.

O custo dos kits de historesina e das navalhas necessarias para a
microtomia € bastante elevado. Em contrapartida, o custo da utilizacdo do
paraplast e PEG € baixo, sendo aproximadamente 10 e 5% do valor da
historesina, respectivamente.

A TABELA 1 resume e compara os parametros avaliados em cada resina,
através de pontuacdo. Todos os resultados foram piores no processamento em
que foi empregada a pré-emblocagem em agar-gelatina e, por isso, ndo foram

contemplados na comparacgao.
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TABELA 1 — COMPARAGCAO DOS iNDICES ATRIBUIDOS AOS PARAMETROS ANALISADOS
EM CADA RESINA

Resinas
Parametros
Paraplast PEG Historesina

Precisédo na orientagéo 1 2 5
Visualizagdo dos embrides nos blocos 0 0 5
Microtomia 2 0 1
Contraste na coloragéo 4 1 5
Preservacgao das estruturas

Manutengéo da morfologia 3 1 5

Presenca de artefatos 0 0 4
Tempo de processamento 4 5 0
Custo 4 5 0
Total 18 14 25

4. Discussao

A orientacdo do material em cortes histologicos € crucial para a
demonstracdo adequada da morfologia, identificagdo correta de estruturas e
diagnéstico de possiveis lesdes (LAI; LU, 2012; COPPER et al., 2018; NAYAK,
2018), particularmente em materiais que apresentam organizagdo distinta
dependendo do plano de corte, como os embrides. O paraplast e 0 PEG séao
resinas que apresentam altos pontos de fusdo (SHARIFF; KALER, 2016) e por
isso requerem o uso de estufa e placa aquecida ou estacdo de emblocagem
com dispensador de resina, para a realizagdo da emblocagem. Entao, por
terem polimerizagcdo rapida e dependente somente da temperatura, estas
resinas nao ofereceram condi¢cdes necessarias para posicionar corretamente o
embrido no molde. Além disso, ambas as resinas se tornaram opacas apoés a
polimerizagao, impedindo uma boa visualizacdo dos pequenos embrides no
bloco, o que levou a perda de material. Em contrapartida, a historesina permitiu
que o embrido fosse facilmente posicionado no molde, pois sua polimerizagao
€ lenta a temperatura ambiente. Nessa resina, o endurecimento é dependente
de um catalisador (o endurecedor que compde o Kit), que reage na presencga do
ativador, gerando radicais livres que atuam como iniciadores da polimerizagao
(SIDERIDOU; ACHILIAS; KARAVA, 2006). A velocidade dessa reagao
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depende da temperatura, que, se muito elevada, pode tornar o bloco
excessivamente duro e quebradico, e se muito baixa, demasiadamente flexivel
(SINGHRAO; NICHOLSON; CREAN, 2012). As condigdes ideais para a
polimerizagdo das resinas a base de glicol metacrilato (GMA), como a
historesina, variam bastante de acordo com a composi¢ado da resina, como a
temperatura (de -20°C a 40°C) e, em alguns casos, a necessidade de luz
ultravioleta e microondas (STIRLING; WOODS, 2019), porém ndo ha estudos
que descrevam essas condicdes para a historesina. Outro ponto favoravel da
historesina foi a sua transparéncia apds a polimerizacédo, permitindo excelente
visualizacdo do embrido no bloco, o que facilita o posicionamento na hora de
cortar. Por isso ela também é empregada para outras espécies pequenas
(AUDINO et al., 2015; FIAZ et al., 2018) ou 6rgaos (BRITO et al., 2010; SOUZA
et al., 2018).

A literatura sugere a pré-emblocagem em agar-gelatina para facilitar a
orientacdo de embrides e pequenos tecidos nos blocos de paraplast
(MCCLELLAND; BOWLES, 2015). Entretanto, essa metodologia nao foi
eficiente para melhorar a orientagdo do nosso material, mesmo com maiores
concentragdes de agar e gelatina, ou maior quantidade de material, pois todos
os blocos preparados foram comprometidos no processamento, sendo
dissolvidos no xilol ou se tornando opacos com o acetato de amila, impedindo a
observagado do embrido. Além disso, a pré-emblocagem aparentemente afetou
a qualidade da preservacao tecidual e, mesmo apds ajustes nas etapas de
desidratacdo, diafanizagdao e infiltracdo, nao foram obtidos resultados
satisfatérios. Essa foi uma situagao inesperada, pois de acordo com Jones e
Calabresi (2007), a utilizagdo da pré-emblocagem né&o interfere no
processamento histolégico, uma vez que a solugao de agar-gelatina nao infiltra
na amostra (BUZZEL, 1975). Porém, é possivel que, devido a composi¢cao
“gelatinosa” do embrido, pela predominancia do mesénquima, a solugéo tenha
infiltrado nos embrides, o que ndao acontece em amostras maiores € menos
delicadas. Ainda, o uso de uma solugdo de agar-gelatina deveria prevenir
problemas recorrentes quando sao usados agar e gelatina individualmente,
como as secgdes soltarem da lamina e prejuizo na coloragdao (JONES;
CALABRESI, 2007), como foi observado nesse trabalho.
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O Paraplast € uma resina que apresenta boa infiltracao e fornece seccoes
de qualidade de tecidos adultos (GEMUSSE et al., 2021; RUBIO-VARGAS et
al., 2021). Porém, nesse trabalho o paraplast ndo favoreceu o processamento
das amostras, cuja preservagao nao foi apropriada e os artefatos foram
frequentes. A necessidade da utilizagdo de solventes intermediarios, ja que n&o
€ soluvel em etanol, em conjunto com a alta temperatura (58°C) necessaria
para infiltracdo dos tecidos, danificam as delicadas amostras embrionarias e
geram artefatos devido ao endurecimento e deformagéo do tecido (FELDMAN;
WOLFE, 2014). Os artefatos observados nesse trabalho foram mais frequentes
e acentuados nas amostras pré-emblocadas, pois o revestimento de agar-
gelatina prejudicou a infiltracdo, que precisou ser prolongada, resultando em
maior retracdo e deterioracdo das seccdes. Smith e Warfield (2005) sugerem
que a retracao tecidual ocorre devido ao efeito do calor no colageno do tecido,
corroborando nossos resultados que demonstraram que tempos mais elevados
de exposicdo a altas temperaturas levam a maiores danos no tecido
processado nessas condigdes. Uma possivel alternativa para tentar reduzir os
artefatos causados pelo calor é a utilizacdo do Paraplast X-tra, que tem um
ponto de fusdo menor (53-54°C) (CIMA, 2017). Porém, a temperatura de fusao
do PEG ¢é semelhante (55°C), e também n&o proporcionou preservacéo
estrutural satisfatoria.

Nosso estudo € o primeiro a discutir o PEG como meio de incorporacéo
para histologia de embrides de galinha em estagios iniciais e a comparar o seu
uso com o de outras resinas. Nesse trabalho, o uso do PEG 1500 n&o ofereceu
preservagao adequada da estrutura do tecido nos dois métodos testados (M1 -
com desidratacdo e M2 - sem desidratagado). Além disso, o protocolo M1,
apesar de apresentar 1 hora a menos, proporcionou a mesma qualidade dos
cortes histolégicos. Apesar da baixa qualidade da preservagao morfolégica
observada nesse trabalho, essa resina € indicada para analises
imunohistoquimicas, devido a alta antigenicidade das secgbes obtidas (BARD;
ROSS, 1986). Além disso, o PEG é compativel com marcagdes fluorescentes e
a preservagao do detalhe celular fornecido é descrita como superior a de cortes
congelados (GAO; GODKIN, 1991). Outra caracteristica notavel da
emblocagem em PEG é a ampla faixa de espessura de cortes que pode ser

obtida, variando de 1-150 ym, dependendo do peso molecular médio do PEG
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utilizado (SMITHSON; MACVICAR; HATTON, 1983). Dessa forma, nossos
resultados com a utilizaggo do PEG 1500 como meio de incorporagao
histolégico enriquecem a pouca literatura existente e podem auxiliar estudos
futuros que objetivem explorar as suas propriedades em técnicas de
imunodeteccao.

As resinas acrilicas, como a historesina, sdo adequadas para
emblocagem de tecidos frageis, macios e sensiveis a temperatura, como os
embrides, pois as etapas de infiltracdo e polimerizagao ocorrem a temperatura
ambiente, minimizando a degradacdo de proteinas e o dano as estruturas
celulares (STIRLING; WOODS, 2019). Segundo Gonzalez Santander e
colaboradores (1997), a historesina € a resina que melhor preserva as
caracteristicas do tecido, sendo as secg¢des preparadas o mais proximo do
estado in vivo. De fato, a historesina foi a que propiciou a melhor preparacao
das secgbes, com excelente preservacdo da morfologia. Um dos fatores
determinantes da qualidade da manutengdo estrutural das seccbes € a
hidrofilicidade da historesina, o que exclui a necessidade da utilizagdo de
agentes clareadores (SULLIVAN-BROWN; BISHER; BURDINE, 2011), como o
xilol, que endurecem e retraem o tecido (CHEN et al., 2010). Além disso, a
utilizacdo de resinas de GMA permite uma ampla faixa de espessuras de corte
(0,5-5um), dependendo da formulagdo da resina e navalha utilizada
(STIRLING; WOODS, 2019). Assim, diferentes niveis de detalhe celular,
contraste e nitidez podem ser explorados (MATENAERS et al., 2018). Nesse
trabalho a espessura dos cortes foi constante a fim de comparar igualmente a
qualidade das secgoes obtidas com as diferentes resinas testadas.

A adesividade dos cortes as laminas € crucial para evitar perda de
material durante o processamento. Nesse estudo, foi utilizada albumina para o
paraplast e testadas albumina e gelatina para o PEG. O revestimento de
gelatina foi o mais eficiente na adesdo de secgdes em PEG, quando
empregada uma solucdo de gelatina a 1%, o que forneceu mais ligagdes
cruzadas devido a maior concentracdo de gelatina. Ainda, a solugéo de Triton
X-100 aumentou a adesdo dos cortes as laminas, além de auxiliar na
distensao, como foi descrito por Smithson, Macvicar e Hatton (1983).

Nesse trabalho, para a visualizagdo do material foi utilizada a coloracéo

com hematoxilina e eosina (H&E) nas secgbes das trés resinas testadas.
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Diferentes niveis de cor e contraste foram obtidos nas seccdes de embrides de
galinha com essa coloragdo. A coloragao nuclear foi notavel nas seccgdes
obtidas em todos os métodos testados, exceto nos embrides pré-emblocados
em agar-gelatina. Segundo Bancroft e Layton (2019), variagbes na coloragcéo
podem ocorrer devido a fatores como fixacdo, variacbes nas etapas de
processamento, espessura de corte e temperatura excessivamente alta na
placa aquecida para distender os cortes. Nossos resultados apontam que o
meio de incorporacado € um fator relacionado ao processamento que também
afeta as tonalidades da coloragdo e o contraste promovido pelos corantes
histologicos.

Embora somente a historesina tenha proporcionado uma preparagao
tecidual satisfatéria para uma analise morfolégica detalhada de embrides de
galinha com 72h de incubagado, as trés resinas testadas apresentam suas
vantagens e desvantagens, dependendo do objetivo do estudo. Dessa forma,
no momento da escolha do meio de incorporagcdo é importante considerar
fatores como a manutencéao da estrutura do tecido, bem como a antigenicidade.
O paraplast e o PEG sao indicados para abordagens imunohistoquimicas,
quando a preservagdao morfolégica n&do € limitante, ou para avaliagcado
histologica de estagios mais avancados de desenvolvimento, que s&o menos
frageis que os iniciais. J&4 as resinas de GMA favorecem a manutengéo
estrutural, permitindo também a execucao de protocolos imunohistoquimicos
(BAKO et al., 2015).

Outra caracteristica que difere entre as resinas é o tempo de
processamento. O paraplast e o PEG apresentam tempos similares, enquanto
o da historesina € mais elevado. Além do processamento, o protocolo de
coloragao de secgdes em resina de GMA é mais longo, pois 0 meio nao é
removido das seccgdes, o que desacelera a penetragao dos corantes (CERRI;
SASSO-CERRI, 2003), porém, apresenta menos etapas, pois ndao sao
utilizados etanol e xilol.

Em termos de custo, os processamentos em paraplast e em PEG
apresentam baixo custo e requerem equipamentos usuais de um laboratério de
técnicas histoldgicas (estufa e/ou estacdo de emblocagem com dispensador de

resina, cassetes, ldminas de acgo, etc). Em contrapartida, o kit de historesina
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tem custo elevado, assim como as navalhas, de tungsténio ou de vidro, que
sdo necessarias para a microtomia (STIRLING; WOODS, 2019).

Este é o primeiro estudo a comparar esses trés meétodos de emblocagem
para histologia de embrides de galinha em estagios iniciais. Nossos resultados
podem, também, auxiliar o estudo histolégico de outros tipos de materiais
pequenos e frageis, o que o torna ainda mais significativo. Apesar da avaliagao
histologica ser laboriosa, como foi observado nesse trabalho, destacamos a
sua relevancia na caracterizacdo dos efeitos embriotéxicos de poluentes
ambientais, pois as alteragdes morfologicas refletem alteracbes em niveis
inferiores de organizagao biolégica e norteiam futuras investigagbes sobre os

mecanismos teratogénicos.

5. Conclusoes

A historesina proporcionou os melhores resultados em embrides de
galinha em estagios iniciais de desenvolvimento, combinando preservacao
morfologica, orientagao precisa do tecido e contraste de coloragéo, apesar da
microtomia dificil, custo e tempo de processamento maiores. Além disso, foram
observados menos artefatos e maior detalhe celular quando comparados as
amostras incorporadas em paraplast e PEG. Assim, nossos dados destacam o
melhor método para obter uma avaliagdo histologica detalhada em estudos

usando o embrido de galinha como modelo.
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Capitulo Il

Efeitos embriotdxicos do acido perfluorooctandico e cadmio em embrides de

Gallus gallus
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RESUMO

A exposicao de gestantes ao acido perfluorooctandico (PFOA) e cadmio (Cd) é
preocupante, pois atravessam a barreira placentaria podendo interferir no
desenvolvimento embrionario do sistema nervoso, que é particularmente
sensivel a acdo de xenobidticos. A exposigao a esses contaminantes altera o
desenvolvimento do tubo neural (TN), porém os mecanismos celulares
envolvidos ainda ndo foram esclarecidos. Assim, o objetivo desse trabalho foi
avaliar os efeitos do PFOA e Cd, isoladamente e em mistura, em unica
administracao in ovo de concentragdes realistas, no desenvolvimento do TN de
embrides de Gallus gallus. A exposi¢cao dos embrides foi realizada injetando-se
solugado de contaminante ou veiculo diretamente na camara de ar, previamente
a incubagao. As concentragdes utilizadas foram 0,5, 5 e 50 ng.ml'1 de PFOA,
0,05, 0,5 e 5 yg.ml™ de Cd e uma mistura (PFOA 5 ng.ml™ + Cd 0,5 pg.ml™).
Os embrides foram incubados por 2-6 dias, 8 ou 21 dias. Foram avaliadas a
mortalidade embrionaria, a ocorréncia de malformacdes e as alteracbes
histolégicas envolvidas nas malformagbes causadas nos estadios HH14 e
HH18, com foco no tubo neural. Andlise de malformacgdes apos 21 dias em
animais eclodidos e nao eclodidos também foi realizada. Os embrides
coletados foram processados em historesina e, posteriormente, corados em
hematoxilina e eosina e acido peridédico de Schiff (PAS). Foi também realizada
analise de redes e enriquecimento funcional a partir de genes selecionados em
base de dados toxicogendmicos comparativos (CTD). Alteracdes significativas
na mortalidade e ocorréncia de malformacdes indicaram o efeito embriotdxico
dos contaminantes no embrido de galinha e efeito de mistura na ocorréncia de
malformagdes gerais e no TN. As alteragdes teciduais encontradas no TN
corroboram as alteracbes observadas em montagem total de embrides
expostos ao Cd e PFOA nas mesmas concentracbes, sendo elas:
desorganizagdo das vesiculas encefdlicas, TN aberto, presenca de
aglomerados celulares e/ou células apoptoticas na luz do tubo neural, células
apoptéticas no neuroepitélio, alteragédo na forma do TN e aumento ou reducao
na espessura do neuroepitélio. A marcagcdo com PAS evidenciou a membrana
basal, principalmente da notocorda e TN, sendo que a intensidade média de
marcacgao nas seccgoes foi reduzida significativamente em relacdo ao controle,
principalmente no HH18. Esses achados revelam a agéo desses contaminantes
a nivel histologico, ja em estagios iniciais, em exposicdo a concentragdes
realistas dos contaminantes, podendo os resultados serem extrapolados para a
exposicdo humana. As alteragdes histologicas foram quantificadas utilizando
um indice de lesdo elaborado para embrides de galinha em estagios iniciais de
desenvolvimento. A analise de redes e enriquecimento funcional aponta os
possiveis mecanismos celulares da ocorréncia das malformacdes e indica
genes alvos no processo. Entre eles, destacam-se a interferéncia nos
processos de apoptose e regulacdo do ciclo celular, nas vias Wnt, em
moléculas de adesao e jungdes celulares, na dinamica do citoesqueleto de
actina e interagdo com receptores de matriz extracelular. Nos individuos
eclodidos e nao eclodidos, foram observadas alteragdes anatbmicas
compativeis com as malformagdes encontradas nos embrides em estagios
mais iniciais, evidenciando a progressdao das alteragdes ao longo do
desenvolvimento e sua apresentagao ao final do desenvolvimento embrionario.
Palavras-chave: composto perfluorado; histologia; malformagdes; metal
pesado; mortalidade; neurulagao; redes de interacao; tubo neural.
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1. Introducgao

Os humanos sao constantemente expostos a misturas de compostos
quimicos provenientes de variadas fontes, o que reflete na diversidade de
moléculas e concentragbes presentes no sangue (CONSONNI; SINDACO;
BERTAZZI, 2012; WANG et al., 2018), leite materno (ANADON et al., 2022) e
outros tecidos (PEREZ et al., 2013). Por isso, existe uma preocupacio
crescente em relacdo ao potencial téxico dessas substidncias no
desenvolvimento pré e pods-natal, principalmente do sistema nervoso
(FRITSCHE et al., 2018). Além disso, a exposi¢céo durante o desenvolvimento &
alarmante, pois aumenta o risco de doengas e complicagdes ao longo da vida
(VAISERMAN, 2014).

O desenvolvimento do sistema nervoso tem inicio na neurulagdo, um
processo morfogenético coordenado que culmina com a formacao do tubo
neural (TN) (GREENE; COPP, 2009). Em amniotos, a neurulagdo ocorre por
dois mecanismos espago temporalmente distintos, a neurulagéo primaria (NP)
e a secundaria (NS) (COLAS; SCHOENWOLF, 2001). A NP acontece em
quatro etapas que se sucedem a partir da regiao anterior e se sobrepde ao
longo do eixo rostrocaudal do embrido (LAWSON; SCHOENWOLF, 2009),
sendo elas: 1) formag&o da placa neural, pelo espessamento da ectoderme; 2)
modelagem da placa neural, com alongamento anteroposterior e estreitamento
mediolateral; 3) dobramento da placa neural pela formagéo e convergéncia das
pregas neurais; e 4) fusao das pregas neurais na linha média para fechar o TN
(SCHOENWOLF, 2018). Ao término da NP, com o fechamento do neurdporo
caudal, tem inicio o processo de NS, em que o TN é formado a partir de células
mesenquimais da por¢do mais caudal do embrido. Inicialmente as células
sofrem transicdo mesénquima-epitélio, formando um cordao de células, que,
posteriormente sofre cavitagdo para formar o lumen do TN secundario
(CATALA, 2021).

Devido a complexidade e longo periodo para completar o seu
desenvolvimento, o sistema nervoso € particularmente suscetivel a alteragdes
morfologicas e funcionais como consequéncia da exposigao a xenobidticos,
mesmo em baixas concentragdes, que podem ter pouco ou nenhum efeito em
individuos adultos (GRANDJEAN; LANDRIGAN, 2014). Isso ocorre, pois
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durante o processo de formacdo e especializacdo do TN, eventos celulares
altamente regulados de proliferagcao, migracao e diferenciagdo sdo necessarios
para que as diferentes estruturas se formem corretamente (COSTA et al,
2004). Dessa forma, a exposicdo de gestantes a compostos quimicos, como
poluentes organicos persistentes (MATHIESEN et al., 2021) e metais
(STOJSAVLJEVIC et al., 2022) é preocupante, pois muitos atravessam a
barreira placentaria e atingem o embrido/feto em desenvolvimento, podendo
causar malformacgdes e/ou alteragdes funcionais.

O acido perfluorooctandico (PFOA) é um poluente organopersistente
emergente, pertencente a classe dos compostos perfluorados, cuja molécula
tem natureza anfifilica e possui resisténcia a degradacao térmica e quimica.
Por essas razdes, apresenta ampla aplicagéo na industria (GLUGE et al., 2020)
e na producgédo de itens de consumo (KOTTHOFF et al.,, 2015; YE; ZUSHI;
MASUNAGA, 2015). Esta presente em espumas contra incéndio, inseticidas,
produtos para tratamento antiaderente de superficies, utensilios de cozinha e
revestimentos de embalagens de alimentos, camadas impermeaveis em
tecidos, couros e tapetes (BUCK et al., 2011), componentes eletrénicos (WU et
al., 2012) e cosméticos (WHITEHEAD et al., 2021). As fontes ambientais desse
contaminante consistem de vias diretas, pela producdo e uso do PFOA para
fabricacao de produtos, e indiretas pelo descarte dos residuos e degradacao de
moléculas precursoras (DASU et al., 2022). A disseminacdo do PFOA no
ambiente leva & exposicdo humana pela ingestio de agua e alimentos (PICO et
al., 2011; DOMINGO; NADAL, 2019) e, também, pela inalagdo da poeira
doméstica (WINKENS et al., 2018).

O cadmio (Cd) € um metal pesado cuja distribuicdo pelo ambiente ocorre
por vulcanismo, erosdo de solos e rochas e € ampliada pelas atividades
humanas, como mineragao, incineragao de lixo e queima de combustiveis
fésseis (RAHIMZADEH et al., 2017). Além disso, o emprego desse metal em
processos industriais (YUAN et al., 2019), para producdo de baterias, tintas,
fertilizantes e componentes eletronicos, gera residuos e produtos contendo Cd,
cujo uso e descarte incorreto também sao fontes de contaminagdo ambiental
(WHO, 2019). A exposicao humana a esse metal ocorre principalmente através

da dieta, pela ingestdo de agua e alimentos contaminados (STRUNGARU,;
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PLAVAN; NICOARA, 2016), e pela via respiratoria, com o tabagismo (SHARIAT
et al., 2019) e inalac&o da poeira doméstica (MATT et al., 2021).

Por serem capazes de ultrapassar a barreira placentaria, estarem
presentes no sangue do cordao umbilical humano (TANG et al., 2016; HAN et
al., 2018) e se acumularem no feto (KABAMBA; TUAKUILA, 2020; BJORVANG
et al., 2021), o PFOA e Cd sao potenciais fatores prejudiciais ao periodo pré-
natal. Também ja foram detectados simultaneamente no corddo umbilical
(NEEDHAN et al., 2011), compartilham vias de exposicdo e compdem as
principais misturas de substancias as quais gestantes estdo expostas (LEE et
al., 2017; TRAORE et al., 2018). Apesar da importancia desses contaminantes,
seus efeitos isolados durante o desenvolvimento humano sdo pouco estudados
e ha resultados divergentes sobre a relagcdo da exposicao pré-natal e efeitos
adversos (STEENLAND et al., 2020) como malformac¢des (NOLAN et al., 2010;
STEIN et al., 2014), natimortos (WU et al., 2012), abortos (DARROW et al.,
2014; AMADI; IGWEZE; ORISAKWE, 2017; WIKSTROM et al., 2021) e
problemas no crescimento fetal (BARN et al., 2019; SAVITZ et al., 2012,
WIKSTROM et al., 2020). Em modelos animais ha evidéncias dos efeitos da
exposicao ao PFOA e Cd isoladamente durante o periodo pré-natal, como a
ocorréncia de malformagdes, em anfibios (KIM et al., 2013; WU et al., 2017),
peixes (HAGENAARS et al., 2011; WITESKA et al., 2014) e aves (YAMAMOTO
et al., 2012; KMECICK et al., 2019). No embrido de ave Gallus gallus (galinha),
as principais alteragbes morfologicas foram no TN na regido cefalica, tronco e
caudal, sendo que as mesmas malformagdes ocorreram na exposi¢cao a
mistura de PFOA e Cd (KMECICK et al., 2019). Entretanto, as altera¢des
teciduais e os mecanismos celulares envolvidos nessas malformagdes nao
foram caracterizados e o efeito da mistura desses contaminantes ainda nao é
compreendido, pois nao existem outros estudos com diferentes modelos
animais avaliando o efeito do PFOA e Cd em exposi¢ao conjunta.

O embrido de ave G. gallus € um modelo interessante no estudo da
embriotoxicologia, pois o0 seu desenvolvimento € molecular e morfologicamente
semelhante ao de outros vertebrados (IRIE; KURATANI, 2011). Assim, ao
extrapolar os niveis de exposigdo entre as espécies, através do calculo
alométrico (SHARMA; MCNEILL, 2009; DA COSTA et al., 2021), é possivel

inferir, a partir dos efeitos em embrides de galinha, os potenciais efeitos em
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humanos (KIECKER, 2016), principalmente no inicio da morfogénese, quando
os embrides apresentam maior similaridade (WANG; WHITE, 2021).

Nesse contexto, o objetivo desse capitulo foi discutir a exposigcdo ao
PFOA e Cd, isoladamente e em mistura, sobre o desenvolvimento de embrides
de ave G. gallus e seus efeitos sobre a mortalidade e morfologia embrionaria,
bem como caracterizar histologicamente as malformagbes observadas no tubo
neural buscando por possiveis mecanismos celulares envolvidos nessas
alteracbes. Além disso, objetivou-se elaborar um indice para avaliagao
histopatoldégica dos embrides e, através da busca em banco de dados
toxicogendmicos, analise de rede e enriquecimento funcional, avaliar a
interferéncia dos contaminantes em vias essenciais ao desenvolvimento
embrionario. Ja nos individuos eclodidos, visamos verificar a presenca de

alteragcbes anatdmicas.

2. Material e métodos

2.1. Modelo animal

Os ovos fertilizados de Gallus gallus foram fornecidos por duas empresas
especializadas, uma localizada em Curitiba (PR), de onde os ovos foram
comprados, e uma localizada na Lapa (PR), que forneceu os ovos por doacgao.
No laboratoério, os ovos foram selecionados e pesados. Os que apresentaram
casca integra foram higienizados com papel toalha umedecido com etanol
70%.

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Uso
de Animais do Setor de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Parana
(CEUA / BIO - UFPR, certificado n° 1098; http://www.bio.ufpr.br/portal/ceua/)
(ANEXO 1).

2.2. Desenho experimental

Cada lote de ovos recebido foi utilizado para executar um experimento
independente. Os ovos foram divididos e identificados de acordo com os
grupos experimentais (QUADRO 1). As concentragbes PFOA e Cd testadas

foram utilizadas em trabalho anterior do Laboratorio de Embriotoxicologia
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(UFPR) e induziram alteragdes morfoldgicas em estruturas encefalicas e falha
no fechamento do TN em embrides com 72 horas de incubacédo (KMECICK et
al., 2019).

QUADRO 1 - GRUPOS EXPERIMENTAIS

Grupos experimentais Ovos

Controle NaCl 0,9%

PFOA 0,5 PFOA 0,5 ng.ml"

PFOA 5 PFOA 5 ng.ml”

PFOA 50 PFOA 50 ng.ml™

Cd 0,05 CdCl, [Cd]* = 0,05 pg.ml”

Cd 0,5 CdCl, [Cd]* = 0,5 ug.ml™

Cd5 CdCl, [Cd]* = 5 pg.ml”

Mistura PFOA 5 ng.ml" + Cd 0,5 ug.ml”

*[Cd] se refere a concentragéo final de Cd na solugéo de CdCl, injetada. Fonte: A
autora (2022).

As concentragdes intermediarias (PFOA 5 e Cd 0,5) correspondem ao
nivel médio de PFOA (ZHANG et al., 2011; LEE et al., 2013; LIEN et al., 2013;
MANZANO-SALGADO et al., 2015; CHEN et al., 2018; HAN et al., 2018) e Cd
(SORKUN et al., 2007; AL-SALEH, et al., 2011; SAKAMOTO et al., 2013; AL-
SALEH et al., 2014; TANG et al., 2016; XU et al., 2016) detectados na placenta
humana, corddo umbilical, sangue materno e do recém-nascido. Essas
concentracdes foram determinadas a partir do calculo de extrapolacao
alométrica, utilizando as taxas metabdlicas basais para diferentes grupos
animais (aves n&o passeriformes e mamiferos placentarios) (KABAT et al.,
2008), conforme demonstrado no calculo 1. A taxa metabdlica basal de
embrides humanos para o periodo entre a 3% e 8% semanas de desenvolvimento
foi definida como a de referéncia e, portanto, a dosagem calculada é
correspondente para embrides de galinha no mesmo periodo filotipico (DA
COSTA et al., 2021). As demais concentragdes foram testadas a fim de avaliar
os efeitos de concentragbes superiores e inferiores as realistas, e verificar
possiveis alteragcdes a nivel tecidual, ndo detectaveis na analise por montagem
total (KURTH et al., 2012). Além disso, foi testada também a mistura dos dois

contaminantes nas suas concentracdes intermediarias.
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CALCULO 1 - EXTRAPOLACAO ALOMETRICA INTERESPECIES
TMB ref = k x m®™ =70 x 0.001°7% = 0.394

TMBalvo=k x m®’® =78 x 0.0000411°%7% = 0.04007

Dose referéncia total (mg)
TMB ref

Dose ref =

Dose alvo = Dose ref ®» TMEB alvo

TMB — Taxa metabdlica basal. k — Constante de grandes grupos taxiondmicos, de acordo com
os grupos de energia de Hainsworth: aves ndo passeriformes (k = 78) e mamiferos placentarios
(k = 70). m — massa corporal (kg). Total da dose de referéncia (mg) — média das doses
encontradas em diferentes matrizes bioldgicas. Fonte: Kabat et al. (2008); Da Costa et al.
(2021)

2.3. Método de exposicao

As solugdes dos contaminantes utilizadas para a exposicdo foram
preparadas diluindo-se o PFOA (Sigma-Aldrich) e o cloreto de cadmio (CdCl,)
(Sigma-Aldrich) em solugéo salina (NaCl 0,9%, pH 7,4).

Os embrides foram expostos aos contaminantes previamente a incubacao
e, portanto, na fase de blastula, também denominada de blastoderme ou
blastodisco. No fluxo laminar, a casca foi perfurada com uma agulha e foi
injetado, com micropipeta, um volume de acordo com o peso do ovo (QUADRO
2) de solugao salina (NaCl 0,9%) ou do(s) contaminante(s) diretamente na
camara de ar (Figura 1 A-B), local que permite melhor dispersao do
contaminante no embrido (YAMAMOTO et al., 2012).

QUADRO 2 — VOLUME DE INJEGAO

Peso do ovo Volume de injegao
40-44,99¢ 13 ul
45 -49,99 g 15
50-54,99 g 17 ul
55-59,99 g 18 pl
60 - 64,99 g 20 ul
65-69,99 g 21 ul
70-74,99 ¢ 23 ul
75-79,99¢ 25 yl

FONTE: A autora (2017).
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FIGURA 1 - DESENHO ESQUEMATICO DO OVO DE Gallus gallus

Blastoderme
Casca Nucleo de
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A: Indicacéo de suas partes. FONTE: Modificado de Bellairs; Osmond (2014). B: Injecédo das
solu¢des na camara de ar. FONTE: A autora (2017).

Apoés a injecdo, os ovos foram selados com fita adesiva, posicionados
verticalmente, com a cadmara de ar voltada para cima, e dispostos
randomicamente nas bandejas da incubadora BOD (SL-224, SOLAB
Cientifica). A incubacado foi a 38°C (+ 0,5°C), com umidade e ventilagao

adequadas, pelos tempos de 2, 3, 4, 5, 6, 8 e 21 dias.

2.4. Coleta dos embrioes

Apos o tempo de incubagao determinado para obtencdo dos estadios
embrionarios desejados e/ou avaliagdo dos parametros de mortalidade e
ocorréncia de malformacodes, os embrides foram coletados. Os ovos com até 4
dias de incubacdo foram abertos pelo método da janela para a coleta dos
embrides (KORN; CRAMER, 2007). Ja os incubados por mais de 5 dias foram
retirados da incubadora e quebrados em placa de Petri. Apds a abertura do ovo
foi determinada a viabilidade dos embrides (FIGURA 2). Os mortos foram
contabilizados para a taxa de mortalidade e descartados e os vivos coletados
para as analises. Os embrides foram considerados vivos se apresentassem
caracteristicas compativeis com o tempo de incubacdo, coloragdo rosea e
vasos sanguineos extraembrionarios integros (FIGURA 2 A-E). Foram
considerados mortos o0s embrides que apresentavam: coloragao
esbranquigada, auséncia de batimentos cardiacos e vasos sanguineos
extraembrionarios ndo integros (FIGURA 2 F), ou disco embrionario mais
desenvolvido que no momento da postura, com caracteristicas de que o

desenvolvimento foi retomado na incubagao, porém foi interrompido antes da
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abertura do ovo (FIGURA 2 G). Além disso, alguns embrides nao foram
considerados para a analise de mortalidade, pois foram classificados como nao
tendo o desenvolvimento retomado na incubacdo (FIGURA 2 H). Apds a
determinacao da viabilidade dos embrides, o desenvolvimento foi interrompido
e os embrides vivos coletados para as analises. Nao foi utilizada anestesia,
uma vez que antes do 10° dia de incubagcédo nao é necessaria a utilizacdo de
farmaco anestésico (ALEKSANDROWICZ; HERR, 2015; CONCEA, 2015).

FIGURA 2 - VIABILIDADE EMBRIONARIA

=

A-E: Embrido vivo. A: 34 hrs. B: 48 hrs. C: 55 hrs. D: 72 hrs. E: 5 dias. F: Embrido morto
aproximadamente no 3° dia de incubagdo. G: Embrido morto, ndo compativel com o tempo de
incubacéo, 72 hrs. H: Embrido que nao teve o desenvolvimento retomado durante a incubagao.
Area tracejada: Blastoderme. AO: Area opaca. AP: Area pelucida. VI: Area vitelinica da area
opaca. VA: Area vasculosa da area opaca. Seta: Embrido vivo. Cabeca de seta: Vasos
sanguineos extraembrionarios integros. Asterisco: Vasos sanguineos extraembrionarios néo
integros. Area circulada: Embrido morto. FONTE: A autora (2018).

Os embrides viaveis foram transferidos para uma placa de Petri com
salina tamponada com fosfato (PBS), e suas membranas extraembrionarias
removidas. Entdo, foram analisados quanto a morfologia geral e o estadio
embrionario foi determinado (FIGURA 3), sob estereomicroscépio (Olympus,
SZ40), segundo a descricdo de Hamburger e Hamilton (1951). Em seguida,
foram fixados em paraformaldeido 2% (em PBS) por 72 horas, em placa de 24,
12 ou 6 pogos (dependendo do tamanho do embrido), para posterior

processamento histologico.
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FIGURA 3 - ESTADIAMENTO EMBRIONARIO

E b . " T =

A: Estadiamento em estereomicroscépio. B-K: Estadios do embrido de galinha segundo a
classificagdo de Hamburger e Hamilton (1951). B: HH10. C: HH12. D: HH14. E: HH16. F:
HH18. G: HH20. H: HH22. I: HH26. J: HH30. K: HH34. FONTE: A autora (2018).

2.5. Estadios e regioes de interesse

Para as analises de mortalidade e malformagdes gerais foram utilizados
embrides incubados por 2, 3, 4, 5, 6 e 8 dias. Todos os embrides vivos foram
coletados (total = 1889), estadiados, fixados e armazenados para utilizagao
nesta tese ou em outros trabalhos desenvolvidos no Laboratério de
Embriotoxicologia.

Nas analises histolégicas e histoquimicas foram empregados embrides
nos estadios HH14 e HH18 (FIGURA 4), visto que nesses estadios o TN
primario se encontra fechado e a neurulagdo secundaria estda em curso. O
estadio HH14 foi selecionado, pois nesse periodo a neurulagdo primaria ja se
completou, com o fechamento do neuréporo caudal, e outros processos
importantes para o desenvolvimento do sistema nervoso estdo ocorrendo.
Entre eles esta a formagao dos ganglios cranianos, que esta sendo analisada
em outro trabalho desenvolvido no Laboratério de Embriotoxicologia, e que
permitira uma correlagdo com os nossos resultados obtidos com o TN,
complementando e trazendo informacbes importantes a respeito da
neurotoxicidade do PFOA e Cd no desenvolvimento. Ja o HH18 foi selecionado
por ter sido o estadio onde ocorreram mais malformacdées nas analises por
montagem total (KMECICK et al., 2019) e que deram origem as perguntas que
motivaram esse trabalho de tese. Além disso, ao comparar os dois estadios, é
possivel analisar a expansao das vesiculas para formar o cérebro e demais

estruturas encefdlicas. Ja nas regides do tronco e caudal, observa-se o
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desenvolvimento do tubo neural, que dara origem a medula. As regides de
interesse compreendem toda a extensdo do embrido, pois foram observadas
alteragcdes morfologicas nas regides cefalica, cervical, tronco e caudal
(KMECICK et al., 2019), em embrides com 72 h de incubacéao, e a analise do
embrido como um todo direciona a avaliacdo em futuras analises, com

imunomarcacodes, por exemplo, para proliferacdo celular e apoptose.

FIGURA 4 - ESTADIOS E REGIOES DE INTERESSE

Neurulagdo primaria

—| Zonade sobreposicio |_

Neurulagéo secundaria

A: HH14. B: Representacado esquematica dos estadios e regides de interesse. C: HH18. Azul:
Regibes cefalica e cervical. Verde: Regido do tronco. Rosa: Regido caudal. FONTE: A e C: A
autora (2018); B: Modificado de Bellairs; Osmond (2014).

2.6. Processamento histolégico dos embrides

O processamento dos embrides para emblocagem em historesina foi
realizado baseado no protocolo de Gonzalez Santander e colaboradores
(1997), com adaptagdes. Foram processados 5 embrides por grupo
experimental em cada um dos dois estadios de interesse, totalizando 80

embrioes.

Preparo da Historesina

A solugao de uso foi preparada segundo o manual do kit de historesina
(Leica Biosystems), diluindo-se 5g do pé ativador (perdxido de dibenzoila) em
50 ml de resina basica (hidroxietil metacrilato). Essa solugao foi armazenada na

geladeira.
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Desidratacéo e infiltracdo

Em microplaca de 24 pocos foi feita lavagem dos embrides em PBS por 2
horas. Em seguida, o material foi desidratado em série crescente de etanol (25,
50, 70, 80 e 100%). Entdo, os embrides foram imersos na solugdo de pré-
infiltracdo (etanol 100% e historesina de uso, na propor¢do 1:1), por duas
horas, e de infiltragdo (somente historesina de uso), por pelo menos 12 horas,

ambas a temperatura ambiente.

Emblocagem

Apds a infiltragcdo, foi realizada a emblocagem em moldes plasticos,
utilizando a solugcao de emblocagem (historesina de uso e endurecedor, na
proporgcao 15:1). Sobre placa de gelo, foram adicionados 600 ul de solugéo de
emblocagem nos moldes e os embrides foram orientados, com auxilio de pinga.
Cada bloco recebeu uma etiqueta de identificagdo, que foi imersa na
historesina. Para polimerizagcdo mais rapida, os blocos foram mantidos em
dessecador a vacuo, com silica, por, no minimo, 48 horas.

Ap6s a polimerizacdo, os blocos foram retirados do dessecador e
mantidos em estufa a 37°C, por 12 horas, para completa secagem da

superficie.

Microtomia

ApOs secagem em estufa, os blocos foram retirados dos moldes e
armazenados em frasco com silica. Para a realizagdo das secgdes histologicas,
os blocos foram previamente fotografados em camera (Axiocam 503, Zeiss)
acoplada ao estereomicroscopio (Discovery.V12, Zeiss) e o tamanho dos
embrides foi mensurado no software Zen pro 2.6 (Zeiss) (FIGURA 5). A partir
dessa medicdo, foi calculado o numero de cortes a serem desprezados em
cada bloco, de modo a coletar cortes das diferentes regides de interesse nesse
estudo (Item 2.5).
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FIGURA 5 - MENSURACAO DO COMPRIMENTO DO EMBRIAO

Mensuragcédo do comprimento do embrido no bloco no software Zen pro 2.6 (Zeiss). FONTE: A
autora (2019).

Para a microtomia dos blocos foi utilizado micrétomo semiautomatico
(Leica RM 2145) e navalhas de aco permanentes ou descartaveis proprias para
resinas mais rigidas (Technovit® Histoblade). Os blocos foram desbastados até
o material alcancar a face de corte. Para confirmar o inicio do material,
algumas secgdes foram coradas com azul de toluidina. Uma vez confirmada a
presenca de material nos cortes, estes foram coletados, dispostos sobre gotas
de agua em léaminas de vidro e distendidos em placa aquecida. Apos a
secagem das laminas, estas foram armazenadas até a coloragao.

A partir de cada um dos 80 blocos foram confeccionadas 10 |aminas em
triplicata (total de 30 laminas por bloco), totalizando 2400 laminas (FIGURA 6),
abrangendo as trés regides de interesse, para coloragdo com hematoxilina e
eosina (H&E) e acido periddico de Schiff (PAS), além de uma replicata caso

fosse necessario repetir alguma coloragao.



86

FIGURA 6 - REPRESENTAGCAO ESQUEMATICA DA DISPOSIGAO DOS CORTES NAS
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Representagdo esquematica da disposi¢cdo dos cortes nas laminas. Os trés primeiros cortes
foram colocados sobre a lamina 1A, os proximos trés na 1B e os seguintes na 1C. Entao,
retornou-se para a lamina 1A, sempre adicionando os cortes de trés em trés. Apds finalizar as
ldminas “1”, foi realizado o desbaste de “n” cortes, de acordo com o tamanho do embrido, e o
processo se repetiu até que todo o embrido fosse cortado. Foram obtidas 10 laminas por
embrido, em triplicata, para H&E, PAS e uma replicata. FONTE: A autora (2019).
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Coloracado de hematoxilina e eosina (H&E)

Nessa coloragao foram preparadas 800 laminas. As secgdes histologicas
foram hidratadas em agua destilada (3 minutos), coradas com hematoxilina de
Harris (30 minutos), lavadas em agua da torneira corrente (10 minutos) e agua
destilada (2 vezes, por imersdo). Posteriormente, foram coradas com eosina
aquosa 1% (12 minutos). Apdés a completa secagem, as laminas foram

cobertas com Entellan® (Merk) e laminula.

Histoquimica com Acido periddico de Schiff (PAS)

Com essa marcagado histoquimica foram preparadas 800 I|aminas.
Primeiro, foi feita a desplastificagdo dos cortes em 3 etapas, no shaker. 1)
metacrilato, por 2 horas; 2) xilol + cloroférmio 1:1, por 1 hora; 3) xilol por 30
minutos. Depois, as secg¢des foram hidratadas em série decrescente de etanol
(100, 95 e 90 %), para remover o xilol, e secas a temperatura ambiente. Apés a
secagem, foram hidratadas em agua destilada e expostas ao acido periédico
1%, por 2 horas. Posteriormente foram lavadas em agua corrente (20 minutos),
coradas com Reativo de Schiff (2 horas), lavadas em agua da torneira (20
minutos), agua destilada (2 vezes por imersdo) e contracoradas com
hematoxilina de Harris (15 minutos). Apds a completa secagem, as laminas

foram cobertas com Entellan® (Merk) e laminula.

2.7. Analise morfolégica tecidual

Foram utilizados 5 embrides de cada estadio por grupo experimental,
totalizando 80 embrides.

As laminas foram analisadas sob microscopio de luz e documentadas
utilizando o fotomicroscopio (Olympus BX40) do Laboratério de Ficologia, do
departamento de Botanica da UFPR. As estruturas presentes nas seccgdes
histolégicas foram identificadas com auxilio de diferentes atlas do
desenvolvimento de embrido de galinha (SCHOENWOLF, 2001;
SCHOENWOLF; MATHEWS, 2003; BELLAIRS; OSMOND, 2014).



88

indice de lesdo embrionaria

Foram analisadas 10 laminas por embrido, com a avaliagdo de pelo
menos 4 secgdes por lamina, totalizando 800 laminas e 3200 seccgdes
analisadas. A partir da analise das laminas, foi elaborado um indice, baseado
no método desenvolvido para histopatologia de peixes por Bernet e
colaboradores (1999), e adaptado por Boareto e colaboradores (2013) e
Gomes (2016) para fetos de ratos e camundongos, respectivamente. O método
foi adaptado para embribes de galinha em estagios iniciais de
desenvolvimento, para representar o nivel de gravidade das alteragdes
morfolégicas encontradas nos embrides, uma vez que nao ha na literatura uma
metodologia de avaliacdo histopatologica de embrides no inicio do
desenvolvimento. Para a obteng¢ao do indice, foi considerada a morfologia de
diversas estruturas presentes no organismo embrionario, a importancia
patolégica das alteragcbes observadas e a sua extensao (QUADRO 3). O indice
de lesdo embrionaria (ILE) foi definido como a soma da multiplicacdo dos
fatores de importancia (F) das alteragdes encontradas pela sua extenséo (e)
em niveis axiais. Além disso, foi calculado o indice de alteragdes observadas

no tubo neural.
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QUADRO 3 - INDICE DE LESAO EMBRIONARIA PARA EMBRIOES DE AVE EM ESTAGIOS

INICIAIS DE DESENVOLVIMENTO

Parametro

Descrigao

Estruturas

Brotos dos membros; coragdo e vasos sanguineos; ectoderme;
ganglios cranianos; mesoderme; notocorda; somitos; tubo
digestorio; tubulos e ductos mesonéfricos; tubo neural; vesiculas

Opticas e auditivas.

Extensao da alteragao

(E)

Quantidade de ladminas sequenciais em que a alteragédo é

observada.

Fator de importancia (F)

Indica a importancia patolégica da alteragdo e pode receber o valor
1, 2 ou 3. Onde:

Baixa (F=1): Presenca de células apoptdticas na estrutura;
presenca de células apoptéticas e/ou fragmentos celulares na luz
da estrutura.

Moderada (F=2): Altera¢des na forma (ex. tubo neural com mais de
um lumen em regido de neurulagdo primaria) e na arquitetura da
estrutura (ex. massas anormais, desorganizagdo, vacuolos,
aumento ou redugdo de espessura e/ou tamanho, células se
soltando).

Alta (F=3): Formacdo incompleta (ex. tubo neural aberto) ou

auséncia da estrutura.

indice de lesdo

embrionaria (ILE)

ILE = }(Fxe)

FONTE: A autora (2022), baseado em Bernet e colaboradores (1999).

Histoquimica

Foi realizada uma analise semiquantitativa da marcagao histoquimica com

PAS. Para isso, foram obtidas 3 imagens de 3 cortes histolégicos (total 9

imagens), no aumento de 40 vezes, de cada um dos 5 embrides dos 8 grupos

experimentais nos dois estadios (HH14 e HH18), totalizando 720 imagens.

Entao, utilizando o software FIJI, foi avaliada a intensidade da coloragao nas

imagens capturadas, utilizando as ferramentas color deconvolution, threshold

adjust e measure, segundo o protocolo descrito por Crowe e Yue (2019).
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2.8. Analise estatistica

Os dados de mortalidade, ocorréncia de malformacdes e embrides com
estadio indefinido foram analisados com o Teste Exato de Fisher. O indice de
lesdo e a intensidade média da marcagcdo com PAS foram submetidos ao teste
de normalidade Shapiro-Wilk e, posteriormente, analisados pelo teste de
Kruskal-Wallis com pds-teste de Dunn para multiplas comparag¢des. Em todas
as andlises, os grupos expostos aos contaminantes isoladamente foram
comparados com o grupo controle e com as demais concentragbes do mesmo
contaminante, para avaliar efeito concentragdo dependente. Ja o grupo mistura
foi comparado com os grupos expostos isoladamente as concentragoes
presentes na mistura. Para avaliar o efeito da exposi¢édo ao longo do tempo,
foram também comparados os diferentes tempos de incubacdo em uma
mesma concentracdo. Todos os dados foram analisados com o software

GraphPad Prism 9.0 e o p<0,05 foi considerado significativo.

2.9. Analise de redes de interagao

Coleta de dados

Primeiramente, foi realizada uma busca no Comparative Toxicogenomics
Database (CTD http://ctdbase.org) por dados de genes cuja expressao €
afetada pela exposi¢cao ao Cd e ao PFOA. O mddulo VennViewer (CTD) foi
utilizado para avaliar a associacdo de genes e comparacgao de data sets para
os compostos quimicos PFOA e Cd, de maneira isolada e em conjunto.

Todas as interacdes resultantes da busca nesse banco de dados foram
curadas e o grau de interagcédo entre os compostos e os genes seguiu o default
de pesquisa (aumenta, diminui ou afeta em graus inespecificos). A lista de
genes com interacdbes em comum com o PFOA e o Cd na espécie Gallus gallus

foi utilizada para as analises de redes de interacao e enriquecimento funcional.

Enriquecimento funcional

O input dos genes foi adicionado ao STRING, utilizando o software
Cytoscape v. 3.8.2, e a rede de interagdes foi construida com os seguintes

parametros: espécie (Gallus gallus); network type (full STRING network);
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confidence score cutoff (0.4) e maximum additional interactors (0). Em seguida,
utilizando o app ClueGo v2.5.8, essa mesma lista foi adicionada como input
para construir uma rede de interagdo e enriquecimento funcional entre vias,
através do banco de dados KEGG pathways (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes). A busca dos termos associados com a lista de genes (Gene
Ontology — GO) foi construida com uma especificidade média, com o minimo
de 5 genes por cluster e conectividade (Kappa Score) de 0.4. Apenas vias que
foram significativamente enriquecidas utilizando o teste estatistico de
Enrichment/Depletion (Two-sided hypergeometric teste) com corregao do valor
de p pelo teste de Bonferroni foram avaliadas. Além disso, apenas as vias
consideradas representativas para os processos avaliados nesse estudo foram
evidenciadas. As redes geradas foram organizadas de acordo com o método

“yFiles Organic’.

2.10. Avaliagao dos animais com 21 dias de incubacao

Com essa analise objetivamos avaliar a presengca de malformagdes em
animais eclodidos e nao eclodidos. Foram realizados trés experimentos piloto
para padronizagdo das condi¢des de incubagao. No primeiro, somente ovos
controle foram incubados, por 21 dias, sendo 15 controle fechado (sem injegéo)
e 15 com injecdo de solugao de NaCl 0,9% (veiculo), totalizando 30 ovos. Nos
dois seguintes foram incubados ovos controle veiculo, além de injetados com
PFOA e Cd, exceto com a mistura, sendo 6 ovos por grupo experimental,
totalizando 96 ovos.

Até o terceiro dia de incubacédo, os ovos foram mantidos na posigcao
vertical, com a camara de ar voltada para cima. A partir de entdo, foram
colocados na posigao horizontal e o motor de viragem da incubadora foi ligado,
girando os ovos a cada 20 minutos. No 19° dia de incubagao, a viragem dos
ovos foi interrompida para que os embrides pudessem se posicionar
corretamente para o processo de bicagem na casca (FIGURA 7). Foi feita a
ovoscopia (FIGURA 8 A-C) e os ovos nao viaveis foram retirados da
incubadora e abertos para determinar o dia aproximado da morte ou a nao

retomada do desenvolvimento.
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Foram considerados inviaveis os ovos que se apresentaram “claros” no
momento da ovoscopia (FIGURA 8 A), ou com “mancha escura” incompativel
com 19 dias de incubacgao (FIGURA 8 B). Foram considerados ovos viaveis os
que estavam totalmente “escuros” (FIGURA 8 C), sendo possivel a observacéo
da cadmara de ar como a unica regiao “clara”. Apos a ovoscopia, os ovos foram
separados por grupo experimental e acomodados em recipientes para que os
animais de grupos diferentes ndo se misturassem apods a eclosao (FIGURA 8
D).

FIGURA 7 — POSIGAO NORMAL PARA ECLOSAO

Regido dorsal do embrido esta paralela ao eixo mais comprido do ovo e o bico fica posicionado
embaixo da asa direita. A ponta do bico fica direcionada para a camara de ar, na extremidade
arredondada do ovo. Dessa forma, a asa afasta a membrana na casca da face do embrido e
proporciona mais liberdade de movimento ao bico. A asa também ajuda a esticar a membrana
interna da casa e auxilia na perfuragdo dessa membrana pelo bico. Assim, o embrido consegue
acesso a camara de ar e inicia a respiragdo pulmonar. O embrido assume essa posi¢cao no 19°
dia de incubagédo. FONTE: Ross Tech (2010).

FIGURA 8 - OVOSCOPIA NO 19° DIA DE INCUBACAO E ACOMODACAO DOS OVOS

A: Ovo com embrido morto precocemente ou que nao retomou o desenvolvimento. B: Ovo com
embrido morto aproximadamente no 9° dia de incubagéo. C: Ovo com o embrido compativel
com 19 dias de incubagao. D: Ovos acomodados para eclosdo. CA: camara de ar. FONTE: A
autora (2018).

Aproximadamente no 20° de incubagdo o embrido realiza a bicagem
(FIGURA 9 A), que consiste em fazer pequena rachadura na casca do ovo com
0 seu eggfooth, uma estrutura presente no bico exclusiva para essa fungao.
Esse processo requer muita energia, entdo apos esta rachadura inicial ser feita,

o0 embrido repousa por até 10 horas antes de continuar a quebrar a casca para
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eclodir. Ap6s a eclosdo, os animais foram mantidos na incubadora até a
completa secagem das penas (FIGURA 9 B). Apds 3 dias da eclosao do ultimo
animal, se ainda houvesse ovos ndo eclodidos, esses foram tirados da
incubadora e abertos, para determinar o dia aproximado da morte do embrido e
analisar a anatomia externa, quando possivel. Os animais que completaram 19
dias de desenvolvimento ou mais, foram fotografados e a anatomia e

posicionamento embrionarios foram avaliados.

FIGURA 9 — BICAGEM E ECLOSAO

A: Bicagem da casca. B: Individuos eclodidos. OEA tor (2018).

Os individuos que eclodiram foram pesados, identificados, o sexo foi
determinado e a anatomia externa analisada. A sexagem foi realizada
verificando-se o padrao de comprimento das camadas das penas nas asas
(COBB-VANTRESS, 2008) (FIGURA 10 A). A analise anatdbmica dos animais
foi realizada considerando as seguintes caracteristicas: membros superiores e
inferiores, face e fechamento adequado da parede toracica e abdominal.
Posteriormente, os animais foram transferidos para uma caixa de madeira
(caixa ninho) (FIGURA 10 B) com maravalha. As caixas foram confeccionadas
especificamente para o Laboratério de Embriotoxicologia da UFPR, medindo
36x47x33 cm (CARVALHO et al., 2008; MULLER et al., 2008), bem como a
estante (FIGURA 10 C) para acomodacao das caixas, que contém tomadas e
dimmer para regular a intensidade da luz. Cada caixa possui um cabo com
plugue para tomada e um bocal para lampada. Uma lampada halégena de 70
W foi utilizada para garantir a temperatura na caixa (FIGURA 10 D). Durante o
periodo de permanéncia na caixa-ninho, foi ofertada racao inicial para aves
(Supra Inicial) e agua ad libitum (FIGURA 10 E). Os animais foram mantidos no

aviario do Setor de Ciéncias Bioldgicas por 8 dias para a realizagédo de testes
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comportamentais, ndo contemplados nessa tese. Apds esse periodo, os
animais foram anestesiados (isoflurano, = 5%) e eutanasiados por
deslocamento cervical. Entao, foram coletados o encéfalo, figado, coragao e
sistema reprodutor para serem avaliados em outros estudos desenvolvidos no

Laboratorio de Embriotoxicologia.

FIGURA 10 - SEXAGEM E MANUTENGCAO DOS ANIMAIS

A: Sexagem dos animais. Fémea, penas secundarias (P2?)
ninho com lampada e bebedouro. C: Estante para acomodacao das caixas-ninho. D e E: Animais na caixa
com l&mpada e ragéo e agua ad libitum. FONTE: A autora (2018).
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3. Resultados

3.1. Mortalidade

A ocorréncia de mortalidade nos diferentes grupos experimentais por
tempo de incubacdo esta representada na FIGURA 11. A mortalidade
embrionaria no grupo controle foi de aproximadamente 20% do 2° ao 5° dia de
incubacédo (FIGURA 11 A-D) e 30% no 6° e 8° (FIGURA 11 E-F). Aumento
significativo na mortalidade foi observado no 3° dia de incubagdo, na
concentragao intermediaria de Cd em relagéo ao controle (39%) (FIGURA 11
B), no 6° dia, na menor concentragédo de Cd (64%) (FIGURA 11 E), e no 8° dia,
nas concentragdes de 0,5 (59%) e 50 ng.ml™ de PFOA, quando atingiu 62%
(FIGURA 11 F). Além disso, nas concentragdes de 0,05 e 0,5 ug.ml™” de Cd,
houve efeito concentracdo dependente, no 2° e 6° dias, com elevagao e
reducdo da mortalidade, respectivamente (FIGURAS 11 A e E). Também foi
avaliada a mortalidade ao longo do tempo (FIGURA 12), porém nao houve
diferenga significativa em relagcdo aos tempos de incubagdo dentro de uma
mesma concentragao.

Os resultados de mortalidade estiao resumidos na TABELA 1.



96

FIGURA 11 - MORTALIDADE EMBRIONARIA
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Asteriscos (*) indicam diferenga estatistica em relacdo ao grupo controle: *p<0.05, **p<0,01.
Sinal positivo (+) indica efeito concentragdo dependente: +p<0,05; Teste Exato de Fisher.
Numero minimo de ovos por grupo = 20. FONTE: A autora (2022).



FIGURA 12 - MORTALIDADE EMBRIONARIA AO LONGO DO TEMPO
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TABELA 1 — RESUMO DOS RESULTADOS DE MORTALIDADE

Pa réll'netro Te[npo Controle PFOA (ng.ml™) Cd (pg.ml™") PFOA + Cd
analisado  (dias) 0,5 5 50 0,05 0,5 5 5+0,5

= 19 28 24 22 17 ——= 30 26 25

% 21 23 30 30 25 39 33 29

B 20 20 22 29 24 29 24 2

= 25 25 38 30 41 28 25 29

g 33 45 39 35 6l ——= 40 39 37

- Ky 59 42 62 49 35 32 48

Sombreado vermelho: Aumento significativo em relagéo ao controle. Seta horizontal: Vermelha
— aumento significativo em relagdo a concentragdo do mesmo contaminante; Verde: Redugéo
significativa em relagdo a concentracdo do mesmo contaminante. FONTE: A autora (2022).
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3.2. Ocorréncia de malformagoes

A ocorréncia de  alteragbes morfologicas teve  resultado
significativamente diferente do controle em todos os tempos de incubagao
testados, em pelo menos um dos grupos experimentais (FIGURA 13 A-F). No
grupo controle, a porcentagem de embrides malformados variou de 7-15% ao
longo do periodo avaliado. Os resultados mais expressivos ocorreram no 2° e
4° dias, porém nao houve diferenga entre os grupos expostos. No 2° dia, 24, 32
e 35% dos embrides expostos ao PFOA, nas concentracdes de 0,5, 5 e 50
ng.ml”', respectivamente, apresentaram algum tipo de alteracdo na morfologia.
Ja nos grupos expostos ao Cd anormalidades morfologicas ocorreram em 31,
34 e 36%, nas concentracdes de 0,05, 0,5 e 5 pg.ml'1, respectivamente. No
grupo exposto a mistura de PFOA e Cd, a ocorréncia de malformacdes foi de
41%, sendo significativamente maior que no controle, entretanto, n&o foi
diferente dos grupos expostos as concentracoes isoladas (FIGURA 13 A). Nos
embrides expostos por 4 dias, houve aumento significativo nas malformacgdes
em todas as exposicdes isoladas, com 29% de embrides malformados no
PFOA 0,5 e 5 ng.ml™", 33% no PFOA 50 ng.ml™ e 32, 33, e 39% no Cd 0,05, 0,5
e 5 ug.ml”, respectivamente (FIGURA 13 C).

No 6° e 8° dia, foi observado efeito de mistura, onde o grupo exposto ao
PFOA e Cd foi estatisticamente diferente do controle e, também, da exposicéo
isolada ao PFOA e Cd no 6°, e ao Cd no 8° dia (FIGURA 13 E-F). Ja efeito
concentracdo dependente houve somente no 5° dia com redugdo na
porcentagem de embrides malformados no grupo exposto a 0,5 pg.ml'1 em
relagdo a concentracdo de 0,05 pg.ml”" de Cd, de 60 para 15% (FIGURA 13 D).

Na variavel tempo de exposicao (FIGURA 14 A-C), ocorreu diferenca
significativa entre dias de incubagdo somente para os embrides expostos a
mistura, entre os dias 5 e 6, quando houve um aumento na ocorréncia de
malformagdes, de 20 para 74% (FIGURA 14 C).

Os resultados da ocorréncia de malformacgdes gerais estado resumidos na
TABELA 2.
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FIGURA 13 - OCORRENCIA DE MALFORMACOES GERAIS
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Asteriscos (*) indicam diferenga estatistica em relagdo ao grupo controle: *p<0.05, **p<0,01,
***p<0,001, ****p<0,0001. Sinal positivo (+) indica efeito concentragdo dependente: +p<0,05.
Cerquilha (#) indica efeito de mistura: #p<0,05, ##p<0,01; Teste Exato de Fisher. Numero
minimo de embrides por grupo = 8. FONTE: A autora (2022).



FIGURA 14 - OCORRENCIA DE MALFORMACOES GERAIS AO LONGO DO TEMPO
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Teste exato de Fisher. *p<0,05. FONTE: A autora (2022).
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TABELA 2 — RESUMO DOS RESULTADOS DE OCORRENCIA DE MALFORMAGOES

GERAIS

Parametro Tempo . PFOA (ng.mlI™") Cd {ug.ml™") PFOA + Cd
analisado (dias) 0,5 5 50 0,05 0,5 5 5+ 0,5

- 10 24 32 35 Ky 34 36 41

EE 13 17 27 26 20 30 34 22

g -E 7 29 29 33 32 33 39 24

é = 13 17 20 43 60— 15 25 20

E 33 45 39 35 64 40 39 74 (1 PFOA T Cd)

15 25 33 29 42 18 19 62 (T Cd)

Sombreado vermelho: Aumento significativo em relagdo ao controle. Seta horizontal verde:
Reducéo significativa em relagdo a concentragcdo do mesmo contaminante. Na coluna do grupo
PFOA+Cd, a seta vertical seguida do nome do contaminante representa aumento significativo
em relacao a exposicao isolada. FONTE: A autora (2022).

Malformagdes foram encontradas por todo o embrido. Na regido cefalica,
foram observadas vesiculas encefalicas abertas (FIGURA 15 A, C, D e E),
falhas na subdivisdo das vesiculas e/ou tamanho reduzido (FIGURA 15 B, C e
G) e microftalmia (FIGURA 15 C e G). Na regidao do tronco ocorreu TN aberto
(FIGURA 15 E-G) e presencga de corpo duplicado (FIGURA 15 G). Ja na regiao
caudal foram observados encurtamento (FIGURA 15 B) e auséncia da cauda

(FIGURA 15 C e H).
FIGURA 15 — MALFORMAQOES

Malformagdes observadas nos embrides expostos: A: Cd 5 pg.ml™ (3 dias). B: PFOA 0,5 ng.ml'1
(3 dias). C: PFOA 5 ng.ml” (4 dias). D: PFOA 5 ng.ml™" (5 dias). E: PFOA 50 ng.ml”" (5 dias). F:
Aumento de E. G: PFOA 5 ng.ml'1 (5 dias). H: PFOA 0,5 ng.ml’1 (9 dias). Seta (preta e branca):
Regido cefalica alterada. Area circulada: Tubo neural aberto. Cabeca de seta branca: Regigo
caudal malformada, auséncia da cauda. Cabeca de seta preta: Regido caudal encurtada.
Asterisco: Microftalmia. 1 e 2: Duas regides do tronco e caudal em um embrido. FONTE: A
autora (2018).
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As alteracoes de interesse nesse estudo e também as que ocorreram com
mais frequéncia nos embrides expostos foram aquelas relacionadas ao
processo de neurulagdo. Dessa forma, focamos nossas analises nas alteracdes
encontradas no TN na regido cefalica (FIGURA 16), do tronco e caudal
(FIGURA 17).

A ocorréncia de malformagdes no TN, tanto na regido cefalica (FIGURA
16 A) quanto na do tronco e caudal (FIGURA 17 A), foi significativamente maior
em todos os grupos de embrides expostos por 2 dias. Na regiao cefalica
também foi observado efeito de mistura no 2° dia, com o grupo exposto ao
PFOA e Cd sendo estatisticamente distinto do exposto ao PFOA 5 ng.ml™". No
3° dia de incubagdo, houve aumento na porcentagem de embrides que
apresentaram alteragdes no TN na regiao cefalica na maior concentracdo de
Cd (5 pg.ml™") (FIGURA 16 B), enquanto que na regigo do tronco e caudal esse
aumento foi significativo na menor concentragdo de PFOA (5 ng.ml™") e em
todas as de Cd (FIGURA 17 B). No 4° dia, a porcentagem de embrides com
malformacgdes no TN na regido cefalica foi maior que no controle nas maiores
concentracdes de PFOA (5 e 50 ng.ml") e Cd (0,5 e 5 ug.ml™") e também na
mistura (FIGURA 16 C). Além disso, houve efeito dependente da concentragao
na exposicdo ao Cd. Ainda, aos 4 dias de incubagdo, a ocorréncia de
alteracbes no TN da regido do tronco e caudal foi significativamente maior na
concentragdo mais elevada de PFOA (50 ng.ml™"), bem como na média e maior
de Cd (0,5 e 5 ug.ml™"). No 5° dia, alteracdes no TN na regido do tronco e
caudal ocorreram na menor concentracao de Cd. Nos demais dias analisados,
nao foram observadas alteragdes estatisticamente significativas em relagao ao
controle nessas regides.

As alteracbes encontradas nos embrides expostos, principalmente as
mais graves na regiao cefalica, muitas vezes comprometiam a determinacao
correta do estadio embrionario, pois, nos primeiros dias de desenvolvimento, as
caracteristicas dessa regido sdo cruciais para a classificagdo em estadios.
Dessa forma, aqueles embrides em que as alteragdes morfoldgicas impediram
a determinacdo do estadio, foram denominados como embrides com estadio
indefinido (FIGURA 18). A ocorréncia desses embrides foi mais frequente no

2°, 3° e 4° dias de incubacdo, sendo significativa em todos os grupos
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experimentais aos 2 dias, na concentracéo de Cd 0,5 ug.ml™”" e na mistura no 3°
dia, e apenas na concentracéo de Cd 5 pug.ml™ no 4° dia.

Os resultados da ocorréncia de malformacdes no tubo neural estao
resumidos na TABELA 3.

FIGURA 16 — OCORRENCIA DE MALFORMAGCOES NO TUBO NEURAL NA REGIAO
CEFALICA

A 2 dias B 3 dias

N4 Q(? \2) g’Q Q‘D Q" b‘: ‘0
& CalPC S S
& O o e
c 4 dias D 5 dias
50 50—

E 6 dias F 8 dias
50+ 501
40+ 404
304 304
3 2
20 20

Asteriscos (*) indicam diferenga estatistica em relagdo ao grupo controle: *p<0.05, **p<0,01,
***p<0,001, ****p<0,0001. Sinal positivo (+) indica efeito concentragdo dependente: +p<0,05.
Cerquilha (#) indica efeito de mistura: #p<0,05, #p<0,01; Teste Exato de Fisher. Numero
minimo de embrides por grupo = 8. FONTE: A autora (2022).
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FIGURA 17 - OCORRENCIA DE MALFORMACOES NO TUBO NEURAL NAS REGIOES DO
TRONCO E CAUDAL

A 2 dias B 3 dias
25 25—
20 20
15 15
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C 4 dias D 5 dias
25 25
20 20
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& 0 » ® & s 3>
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Asteriscos (*) indicam diferenga estatistica em relacdo ao grupo controle: *p<0.05, **p<0,01,
***p<0,001, ****p<0,0001; Teste Exato de Fisher. Numero minimo de embrides por grupo = 8.
FONTE: A autora (2022).
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FIGURA 18 - PORCENTAGEM DE EMBRIOES COM ESTADIO INDEFINIDO

A B

2 dias 3 dias
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Asteriscos (*) indicam diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle: *p<0.05, **p<0,01,
***p<0,001, ****p<0,0001; Teste Exato de Fisher Numero minimo de embriées por grupo = 8.
FONTE: A autora (2022).
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TABELA 3 — RESUMO DOS RESULTADOS DE OCORRENCIA DE MALFORMAGOES NO
TUBO NEURAL E EMBRIOES COM ESTADIO INDEFINIDO

Parﬁrnetro Te['npo Controle PFOA [ng.ml") Cd (pg.ml™) PFOA + Cd
analisado (dias) 0,5 5 50 0,05 0,5 5 5+0,5
g o 2188 2361 3247 | 2933 2857 3077 |41.25(7 PFOA)
2= 8 §.33 6.78 7.14 10.42 9.09 18.18 9.62
E Z -§ 833 | 1129 1613 | 8512727 1429 11.32
ESg 0 0 179 | 545 444 244
% -§ E’ 517 3.51 1.39 12.24 0 7.69 2.08
=" 3.51 §.33 37 4.44 0 7.69
° . . 13.79 127 1475 | 2037 1837 2174 20.34
n O § 6.78 3.51 545 6.52 9.09 10 B
E\ Z - 9.84 517 1475 | 1042 1111 14.29 11.32
EZg g 1.79 0 1.59 10.42 24 0 0
% § @ 45 39 35 B4 40 39 37
== 59 42 62 49 35 32 48
o2 4275 5384 11 75 61.9 42 57 14
g % 16.66 30 3333 | 3636 60 16.66 71.42
wE 28.57 125 40 50 5.33 63.63 22.22

Sombreado vermelho: Aumento significativo em relacdo ao controle. Seta horizontal vermelha:
Aumento significativo em relagéo a concentragao do mesmo contaminante. Na coluna do grupo
PFOA+Cd, a seta vertical seguida do nome do contaminante representa aumento significativo
em relacdo a exposigao isolada. FONTE: A autora (2022).

3.3. Morfologia tecidual

Quando dentro da normalidade, o TN da regido cefdlica apresenta
dilatagbes para formar as vesiculas encefalicas (FIGURA 19 A-C), enquanto
nos demais niveis axiais da extensao do TN (regi&o cervical, tronco e caudal)
sua forma é eliptica, com as paredes laterais mais espessas que a dorsal e a
ventral (FIGURA 19 D). O neuroepitélio do TN é organizado em uma camada
de células com nucleos alongados e posicionados em diferentes alturas no eixo
apicobasal (FIGURA 20 A), sendo classificado como um epitélio
pseudoestratificado colunar. Essa organizagdo ocorre na regido cefalica no
HH14 e nos demais niveis axiais do TN no HH14 e HH18, ou seja, nas regides
cervical, tronco e caudal. Na regido cefalica do HH18, o neuroepitélio ja se
expandiu e apresenta mais de uma camada de células (FIGURA 20 B). Em
ambas as arquiteturas, os nucleos localizados na zona ventricular estdo em
fase de mitose, como observado pela presenga de figuras mitéticas proximas
ao lumen do TN (FIGURA 20 A e B).
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FIGURA 19 — FORMATO DO TUBO NEURAL

Secgoeshlstologlcas de embrides controle no HH18 ewdenmando o formato do tubo neural A-
C: Regiao cefalica. D: Regido do tronco. DI: Diencéfalo. ML: Mielencéfalo. MT: Metencéfalo.
NE: Neuroepitélio. OT: Vesicula 6tica. Barra = 50 ym. FONTE: A autora (2022).
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FIGURA 20 — ORGANIZAGAO DO NEUROEPITELIO

RS T

Secgdes histologicas de embrides controle, evidenciando a arquitetura do neuroepitélio. Regido
do TN. A: Regiao do tronco de embrido no HH14. B: Regido cefalica de embrido no HH18. L:
Ldmen. NE: neuroepitélio. ZM: Zona marginal. ZV: Zona ventricular. Seta larga: Nucleo da
célula neuroepitelial. Seta fina: Nucléolo. Asterisco (*): Célula em mitose. Barra = 50 pm.
FONTE: A autora (2022).

A maioria dos embrides controle apresentou a morfologia tecidual da
regido cefalica normal (FIGURA 21 A-C; FIGURA 22 A-B), sem alteragées. Ja
os embrides expostos exibiram diferentes tipos e graus de alteragbes. Em
ambos os estadios analisados, observamos a presenga de grupamentos e/ou
fragmentos celulares (FIGURA 21 D; FIGURA 22 C-E), ou ainda, massas
(FIGURA 21 E) no lumen do tubo neural. Na maioria dos casos, essas células
apresentaram caracteristicas morfolégicas de células apoptéticas, com picnose
e fragmentacao nuclear (FIGURA 21 D; FIGURA 22 C). Ainda, nessa regiao
houve a presenca de células no neuroepitélio dorsal com o nucleo mais
arredondado e mais corado que o normal, aparentando estarem se soltando e
algumas delas, com nucleo fragmentado. (FIGURA 21 F). As alteracbes mais
graves ocorreram nos embrides com estadio indefinido, observados em todos
os grupos expostos (FIGURA 18), nos quais a estrutura do tubo neural exibiu
grande desorganizagédo na arquitetura das vesiculas encefalicas (FIGURA 21
G-l; FIGURA 22 E-F), falha no fechamento (FIGURA 21 H e |; FIGURA 22 G-H)
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e também a presenga de células no lumen (FIGURA 22 E) e apoptdoticas no
neuroepitélio (FIGURA 21 H).

FIGURA 21 — ALTERAGOES NO TUBO NEURAL NA REGIAO CEFALICA, NO HH14 OU
INDEFINIDOS COM 2 DIAS

N 47\

A-F: HH14. G-I: Estadio indefinido. A-C: Controle. D e D’: PFOA 0,5 ng.ml™". D’: Menor aumento
de D. E: PFOA 0,5 ng.mlI” + Cd 0,5 pg.ml™". F e F: PFOA 0,5 ng.ml"". F’: Menor aumento de F.
G: PFOA 50 ng.ml™. H: Cd 5 pg.ml™. I: Cd 0,05 ug.ml™". FR: Faringe. MS: Mesencéfalo. MT:
Metencéfalo. NE: Neuroepitélio. OP: Vesicula éptica. OT: Vesicula ética. TL: Telencéfalo.
Cabeca de seta: Células com nucleo fragmentado. Seta: Células se desprendendo do

neuroepitélio. Estrela (*): TN aberto. Cerquilha (#): Massa celular no lumen do TN. Barra: A-C
e | =100 pm; D-F e H =50 ym. FONTE: A autora (2022).
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As principais alteragdes histologicas identificadas no TN dos embrides
expostos ao PFOA e Cd ocorreram na regido do tronco e caudal, em ambos os
estadios analisados (FIGURA 23 e 24). Grande parte das secg¢des de embrides
controle apresentou morfologia normal (FIGURA 23 A; FIGURA 24 A).

Na regido do tronco, foi observado fechamento incompleto do TN
(FIGURA 23 E, G e J; FIGURA 24 C, D, J e O), com as extremidades do
neuroepitélio proximas (FIGURA 23 E, L; FIGURA 24 C, D, J, O) ou muito
afastadas (FIGURA 23 G e J). Além disso, houve alteragdes na forma do TN
(FIGURA 23 G-L; FIGURA 24 C, F, J, L e N), como aumento ou reducéo da
espessura das paredes (FIGURA 23 K e L; FIGURA 24 C, F e L) elou a
presenca de multiplos lumens (FIGURA 23 K e L; FIGURA 24 L e N). No
neuroepitélio ocorreu desprendimento de células para a luz (FIGURA 23 C, D,
L e M; FIGURA 24 E, G-l), algumas delas com nucleo fragmentado (FIGURA
23 C; FIGURA 24 B, E, G-l) e, na maioria das ocorréncias, na por¢ao dorsal do
TN. Também foi observada a presenca de células com o nucleo mais
arredondado e mais corado que o normal, aparentando estarem se soltando do
neuroepitélio (FIGURA 23 D e F; FIGURA 24 K), além de células apoptéticas,
com picnose e fragmentagéo nuclear (FIGURA 23 H).

Na regido caudal de embrides no HH14 verificou-se tubo neural aberto
(FIGURA 23 N) e a presenca de células com picnose e fragmentagao nuclear
na regido de ocorréncia da NS (FIGURA 23 O). No HH18 ndo foram
observadas alteragdes histoldgicas nessa regiao.

O conjunto das alteragdes teciduais observadas como consequéncia da
exposicdo ao PFOA e Cd foi compilado no indice de lesdo embrionaria
(FIGURA 25) elaborado para esse trabalho. Nesse indice sdo consideradas as
alteracbes observadas e a sua gravidade. No estadio HH14 houve aumento
significativo das lesdes na maior concentracdo de Cd, de 1 (controle) para 6,8
(Cd 5 ug.ml™). Ja no HH18, houve aumento no nivel de dano ao tecido
embrionario em relacdo ao controle na concentragao de 0,5 ng.ml'1 de PFOA e
de 5 pg.ml" de Cd, onde o indice foi de 7,75 e 8,2, respectivamente. Em
ambos os estadios avaliados, os embrides expostos a mistura apresentaram
indice de lesdo proximo aos dos grupos estatisticamente maiores que o grupo

controle, porém n&o foram significativos.
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Os resultados do indice de lesdo embrionaria estdo resumidos na
TABELA 4.
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FIGURA 25 - INDICE DE LESAO EMBRIONARIA
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Média e erro padrao da média. Asteriscos (*) indicam diferencas estatistica em relacdo ao
grupo controle: *p<0.05; Teste de Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunn. Numero de embrides = 5
por grupo experimental em cada estadio. FONTE: A autora (2022).

TABELA 4 — RESUMO DOS RESULTADOS DO iNDICE DE LESAO EMBRIONARIA

Parametro Estadio . PFOA (ng.ml) Cd (pg.ml") PFOA + Cd
analisado HH  ~°""¢ g5 5 50 0,05 0,5 5 5405
8
] 1 6.6 5 4 42 3.25 6.8 74
&3
e
@ 0.8 775 757 3.83 6.66 38 8.2 76
I~

Sombreado vermelho: Aumento significativo em relagao ao controle. FONTE: A autora (2022).
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A coloragdo histoquimica com PAS evidenciou a regido da membrana
basal do TN e da notocorda. A membrana basal da notocorda apresentou
intensa marcacgao positiva, demonstrando-se mais espessa do que a do tubo
neural (FIGURA 26). Visualmente nao foi possivel perceber diferengas entre os
grupos experimentais, porém, quando avaliada de forma semiquantitativa a
intensidade da marcagao nas secgdes histologicas, foi possivel diferenciar os
grupos, principalmente no estadio HH18. No HH14 ndo houve diferenca
significativa entre os grupos expostos e o controle, somente um efeito da
concentragdo de PFOA, que na maior (50 ng.ml'1) apresentou uma marcagao
menos intensa que na menor (0,5 ng.ml'1) (FIGURA 27 A). Ja no HH18 ocorreu
reducdo significativa na intensidade da marcacédo em todos o0s grupos
expostos, exceto na concentracdo média de PFOA (5 ng.ml™') e na mistura
(FIGURA 27 B). Essa redugao representa uma menor deposicdo de moléculas
PAS-positivas nos embrides.

Os resultados da intensidade da marcagao com PAS estdo resumidos na
TABELA 5.
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FIGURA 27 - INTENSIDADE DA MARCAGAO COM PAS
A B
HH14 HH18

Intensidade média
Intensidade média

Média e erro padrdao da média. Asteriscos (*) indicam diferencas estatisticas em relagéo ao
grupo controle: *p<0.05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001. Sinal positivo (+) indica efeito
concentragao dependente: +p<0,05, ++p<0,01; Teste de Kruskal-Wallis e pos-teste de Dunn.
Numero de embrides = 5 por grupo experimental em cada estadio, sendo que para cada
embrido foram analisadas 9 imagens. FONTE: A autora (2022).

TABELA 5 — RESUMO DOS RESULTADOS DA INTENSIDADE DA MARCAGAO COM PAS

Parametro Estadio Control PFOA (ng.ml) Cd (pg.ml™) PFOA + Cd
analisado HH ~O"'0° g5 5 50 0,05 0,5 5 5405
E 1048 | 1046 1205 471 | 1174 1077 1461 8.3
E _ 5
=
g
2 3045 | 733 175 989 | 1095 129 1477 2177
—

Sombreado verde: Redugéo significativa em relagdo ao controle. Seta horizontal: Vermelha —
aumento significativo em relacdo a concentracdo do mesmo contaminante; Verde — redugéo
significativa em relagéo a concentragdo do mesmo contaminante. FONTE: A autora (2022).

A TABELA 6 resume os resultados de mortalidade, ocorréncia de
malformacgdes, indice histopatoldgico e intensidade da marcagao com PAS.



TABELA 6 — RESUMO DOS RESULTADOS
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Parametro  Tempo (dias) Control PFOA [ng.ml"_] Cd{pg.ml"'_} PFOA = Cd
analisado  Estadio HH e s 5 50 0,05 05 5 5+05
19 28 24 22 17 530 26 25
9 21 23 30 30 25 39 33 29
3 20 20 22 29 24 29 24 21
=
] 25 25 38 30 41 28 25 29
33 45 39 35 B4__ 40 39 37
31 59 42 () 49 35 32 48
10 24 32 35 H 34 36 41
% 13 17 27 26 20 30 U 22
5 T | m »  m | » m m 2
13 17 20 43 15 25 20
e
33 45 39 35 64 40 39 |74 (1 PFOA 1Cd)
15 25 33 29 42 18 19 62 (1 Cd)
-g 5 575 2188 2361 3247 | 2933 2857  30.77 | 41.25 (T PFDA)
g g% 465 8.33 6.78 714 | 1042 909 1818 9.62
o) ::': & T T o T e
E _ § 12 8.33 129 1613 8.51__ 2127 1429 11.32
b §’ 0 0 0 179 5.45 444 244 0
= E3
) % 5 238 517 351 189 | 1224 0 7.69 208
= =
g £ 238 351 8.33 37 444 0 769 0
< — ~ — _ —
E 54 0 1379 127 1475 | 2037 1837 2174 20.34
2 E 0 6.78 3.51 §.45 652 909 10 6
i A
%gg{ 238 9.84 517 | 1475 | 1042 | 1111 1429 1132
5T
. § %‘s 0 179 0 189 | 1042 24 0 0
ED
E B 33 45 39 35 B4 40 39 37
. g
G 31 59 42 62 49 35 32 43
0l 1 4275 5384 1 75 619 42 57.14
§r§ 14.28 16.66 30 33.33 | 36.36 60 16.66 7142
-
= 0 2857 125 40 50 588 | 6363 2222
§ 1 6.6 5 4 42 3.25 68 74
o F
‘i%
E2
i 5 08 775 757 383 6.66 18 82 76
g =
§ 3
o £ 3
T s 10.48 1046 1205 471 174 1077 1461 8.83
g 30.45 733 17.5 989 | 1095 129 477 21797
= 5

Sombreado: Vermelho - aumento significativo em relagdo ao controle; Verde — redugao
significativa em relagdo ao controle. Seta horizontal: Vermelha — aumento significativo em
relagdo a concentragdo do mesmo contaminante; Verde: redugéo significativa em relagéo a
concentragao do mesmo contaminante. Na coluna do grupo PFOA+Cd, a seta vertical seguida
do nome do contaminante representa aumento significativo em relagdo a exposicao isolada.

FONTE: A autora (2022).
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3.4. Redes de interacao e enriquecimento funcional

A partir da busca realizada no CTD para a espécie G. gallus foram
encontrados 2926 genes alterados pela exposicao ao PFOA e 3072 ao Cd.
Com o emprego da ferramenta VennViewer, foi gerado um diagrama
mostrando que 859 genes tém a sua expressao alterada pela exposigdo aos
dois contaminantes (FIGURA 28), representados na intersecgao.
Posteriormente, no software Cytoscape foi avaliada a interagao entre esses
genes e a construgcao da rede foi de acordo com as vias que fazem parte as
proteinas codificadas pelos genes (FIGURA 29), agrupando-as. Entre as 90
vias envolvidas com os genes diferentemente expressos, 12 tém papel
importante durante o desenvolvimento embrionario (QUADRO 4), sendo elas:
1) interagdo com receptores de matriz extracelular; 2) moléculas de adesao
celular; 3) juncdes aderentes; 4) juncbdes de oclusao; 5) juncdes GAP; 6)
regulagéo do citoesqueleto de actina; 7) via de sinalizagdo Wnt; 8) ciclo celular;
9) via da p53; 10) apoptose; 11) via de sinalizagdo por calcio; e 12) via de

sinalizacao PPAR.

FIGURA 28 - GENES CURADOS

Curated genes

Cadmium (3072)

perfluorooctanoic acid (2926)

Comparative Toxicogenomics Database, 2021 Oct 20

Diagrama representando os genes curados relacionados a exposi¢cao ao Cd e PFOA, obtido
com a ferramenta VennViewer do CTD. FONTE: A autora (2022).
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FIGURA 29 - REDE DE INTERACAO ENTRE VIAS E ENRIQUECIMENTO FUNCIONAL
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Rede construida no software Cytoscape com o app ClueGO. Os circulos (ou nés) mais centrais
de cada grupo da mesma cor representam as vias, cujo tamanho reflete o grau de interagao
dentro da rede. Os circulos ao redor representam as proteinas que conectam outras proteinas
ou vias. As linhas (ou vértices) indicam as interagdes entre vias ou proteinas. Em destaque
com as circunferéncias pontilhadas, sdo mostradas as vias relevantes ao desenvolvimento
embrionario. FONTE: A autora (2022).
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QUADRO 4 — ENRIQUECIMENTO FUNCIONAL

Vias/Fungdes Nugn;ir:sde Genes afetados pela exposi¢ao ao PFOA e Cd
Interagdo com
receptor de 12 CD36, COL1A1, COL1A2, COL4A1, COL4A2, COLBA3, DAGH1,
matriz FN1, ITGA2, ITGAG, VTN, VWF
extracelular
Moléculas de 8 ALCAM, CDH1, CDH2, CLDN11, CNTN1, ITGA6, OCLN, SELE
adesao celular
Juncoes 13 ACP1, CDH1, CTNNB1, EGFR, ERBB2, IGF1R, LEF1, MAPK3,
aderentes SNAI1, SRC, TGFBR1, TGFBR2, TJP1
Juncoes de 11 CCND1, CLDN11, ERBB2, EZR, HSPA4, JUN, MYL12A, OCLN,
oclusédo PRKAA1, SRC, TJP1
Juncdes GAP 15 CDK1, EGF, EGFR, GJA1, GRB2, MAP2K1, MAPK3, PDGFA,
¢ PDGFRA, PDGFRB, PRKACA, PRKCA, SRC, TJP1, TUBB2A
Requlacio do ARHGAP35, ARPC4, BCAR1, CXCL12, EGF, EGFR, EZR, F2,
citc?:s Qeleto o4 FN1, ITGA2, ITGAG, KNG1, MAP2K1, MAPK3, MYL12A,
de aqcliina PDGFA, PDGFRA, PDGFRB, PFN2, PIK3R1, SRC, TGFB1I1,
TMSB4X, TMSB4Y
Via de
sinalizacdo 13 CACYBP, CCND1, CCND3, CTNNB1, FZD2, GSK3A, JUN,
Wntg LEF1, MYC, PRKCA, SERPINF1, WNT3A, WNT5A
BUB1, CCNA1, CCNA2, CCNB1, CCND1, CCND3, CCNE(1,
Ciclo celular o4 CDC20, CDK1, CDKN1A, CDKN1B, CDKN2B, GADD45A,
GADD45B, GADD45G, GSK3A, MCM2, MCM4, MCM5, MDMZ2,
MYC, TGFB1, TGFB3, WEE1
Via de BCL2, BCL2L1, CASP9, CCNB1, CCND1, CCND3, CCNE1,
sinalizacio b53 18 CDK1, CDKN1A, CYCS, GADD45A, GADD45B, GADD45G,
gaop IGF1, IGFBP3, MDM2, PTEN, RRM2
ATF4, BAK1, BCL2, BCL2L1, CASP9, CHUK, CTSB, CTSD,
Apoptose 27 CTSH, CTSK, CYCS, DDIT3, ERN1, FOS, GADD45A,
pop GADD45B, GADD45G, JUN, MAP2K1, MAPK3, NFKB1,
NFKBIA, PIK3R1, RELA, TNFRSF10B, TNFRSF1A, TNFSF10
Via de
sinalizacdo bor 13 EGFR, ERBB2, ERBB3, LHCGR, NOS2, PDGFRA, PDGFRB,
célgio P PPIF, PRKCA, SLC25A4, SLC25A5, VDAC1, VDAC2
Via de ACAA1, ACADL, ACOX1, ACSL1, ACSL5, ANGPTL4, APOA1,
sinalizac3o o5 APOA2, CD36, CPT1A, CPT2, DBI, FABP1, FABP4, FABP5,
PPAIg GK2, HMGCS2, LPL, NR1H3, PLIN2, PPARA, PPARG, SCD,

SCP2, SLC27A1

FONTE: A autora (2022).
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3.5. Anatomia dos animais eclodidos e nao eclodidos

No total, foram realizados 3 experimentos. O primeiro somente com
embrides controle e obtivemos uma eclodibilidade de 19% no grupo controle
fechado (CF) e 27% no veiculo (CV), com 12 animais eclodidos (5 CF e 7 CV)
dos 30 ovos incubados (15 CF e 15 CV). No segundo e terceiro experimentos,
foram incubados 6 ovos por grupo experimental (totalizando 12 ovos por
grupo), sendo embrides controle veiculo e expostos ao PFOA e Cd. Dos 12
ovos, apenas 3 animais eclodiram, ao todo, sendo 1 do grupo PFOA 5 ng.ml'1,
1 do PFOA 50 ng.ml™ e 1 do Cd 0,5 pg.ml”" (TABELA 7).

TABELA 7 — Resultados dos experimentos de eclosao

Controle PFOA Cd
Grupos ]
Fechado Veiculo 0,5 5 50 0,05 0,5 5
N*de ovos 27 27 12 12 12 12 12 12
incubados
o1
N Indl\{lduos 5 7 0 1 1 0 1 0
eclodidos
Eclodibilidade (%) 19 26 0 8 8 0 8 0
Mortalidade (%) 81 74 100 91 91 100 91 100
Mortalidade apos
18 dias (%) 0 8 66 33 50 50 58 58
Malposm:’onamento 0 0 16 8 o5 25 16 16
(%)
Malformados com
18 dias (%) ) ) ) ) 16 ) 16 8
Malformados
eclodidos (%) ) ) ) ) 100 ) ) )

FONTE: A autora (2022).
Nos individuos eclodidos foi observada somente uma malformacdo em
um individuo (FIGURA 30) do grupo PFOA 50 ng.ml”'. No dia da ecloséo o
animal apresentou fechamento incompleto da parede abdominal na regiao
umbilical, com pequena protrusdo aparente de alcas intestinais (FIGURA 30 A
e B), porém o fechamento se completou e no oitavo dia ap6s a eclosdo a

parede abdominal se apresentava totalmente fechada (FIGURA 30 C).
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FIGURA 30 - INDIVIDUO ECLODIDO MALFORMADO

Individuo do grupo PFOA 50 ng.ml'1 apresentando fechamento incompleto da parede
abdominal e extrusdo de algas intestinais (A e B). Em C, a parede abdominal esta totalmente
fechada. A: Dia da eclosdo. B: Terceiro dia apds eclosdo. C: Oitavo dia apos eclosdo. FONTE:
A autora (2018).

Apos 3 dias da eclosdo do ultimo animal os ovos com embrides nao
eclodidos foram abertos e a anatomia externa foi analisada (FIGURA 31). Os
embrides controle n&do apresentavam malformagdes ou posicionamento
incorreto do embrido dentro do ovo (FIGURA 31 A). Nos embrides que
morreram aproximadamente entre o 18° e 21° dia, foram observados
posicionamento incorreto do embrido no ovo, frequentemente com a cabeca do
embrido voltada para a extremidade menor do ovo, oposta a camara de ar
(FIGURA 31 B), e malformagbes (FIGURA 31 C-G), sendo encontradas
alteragdes cefalicas e faciais, como encéfalo exposto (FIGURA 31 C-E) e
alterag¢des no bico (FIGURA 31 C, E-F), além de extruséo visceral (FIGURA 31
D, E e G) e coragéao para fora da cavidade toracica (FIGURA 31 E).
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FIGURA 31 - ANATOMIA DOS ANIMAIS NAO ECLODIDOS

A: Embrido controle, sem malformacgdes e na posicdo normal de nascimento. B-G: Embrides
expostos. B: PFOA 0,5 ng.ml'1, sem malformagdes e mal posicionado; C: PFOA 50 ng.ml'1,
apresentando encéfalo exposto (cabeca de seta) e bico malformado (seta fina); D: PFOA 50
ng.ml'1, com extrusdo visceral (seta larga); E: Cd 0,5 ug.ml'1, apresentando encéfalo exposto
(cabecga de seta), bico malformado (seta fina), ectopia cordis (asterisco) e extrusdo visceral
(seta larga); F: Cd 5upg.ml”", com malformacdes na face; G: Cd 0,5 ug.ml”, apresentando
extrusao visceral (seta larga). FONTE: A autora (2018).
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4. Discussao

A exposicao ao PFOA e ao Cd é preocupante, pois esses contaminantes
sdo bioacumulaveis e capazes de atravessar a barreira placentaria (AL-SALEH
et al, 2011; HANSSEN et al, 2013), atingindo o embrido/feto em
desenvolvimento. Por isso, s&o necessarios estudos para avaliacdo do
potencial embriotéxico e teratogénico dessas substancias. Nesse contexto, um
fator importante para extrapolar os resultados obtidos com modelos animais
para a condicdo humana, é a utilizacdo de concentracdes realistas. Para a
execucao desse estudo, realizamos o calculo alométrico (DA COSTA et al.,
2021) para extrapolagao da concentragdo média observada em humanos, para
o embrido de galinha. Dessa forma, obtivemos as concentragbes de PFOA 5
ng.mI" e Cd 0,5 ug.ml™", que foram usadas na exposicéo isolada e na mistura.
Foi também utilizada uma concentragdo 10 vezes menor e uma 100 vezes
maior dos compostos isolados.

Nesse trabalho, avaliamos a embriotoxicidade do PFOA e Cd sobre o
desenvolvimento de G. gallus, com foco na interferéncia sobre a formacao do
tubo neural. Anteriormente, em estudo desenvolvido no nosso laboratério, foi
demonstrado pela analise em montagem total, que esses contaminantes
induzem malformagdes em embrides de galinha, com o aparecimento de
alteragdes morfolodgicas no tubo neural e também em outras estruturas, como
cauda, parede do corpo, coragdo e curvatura (YAMAMOTO et al., 2012;
KMECICK et al., 2019). Porém, a analise por montagem total apresenta
limitagbes e nao permite avaliagdo mais detalhada das estruturas. Dessa
forma, buscamos, através da analise histologica e de rede de enriquecimento
funcional, caracterizar a embriotoxicidade desses compostos procurando por
possiveis mecanismos teciduais e celulares, bem como genes alvo, envolvidos
na inducao de malformacdes no TN frente a exposicao a esses contaminantes.

Segundo os principios da teratologia, postulados por Wilson (1977) e
ainda utilizados na avaliagdo dos efeitos e na interpretacdo do risco
teratogénico (GOMES et al., 2021), a mortalidade embrionaria, malformacgdes,
atraso no desenvolvimento e alteragdes funcionais sdao manifestagcdes da
teratogénese. Wilson (1977) afirma que o estagio embrionario no momento da

exposicao é determinante na susceptibilidade a teratégenos. Em nosso
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trabalho, empregamos dois desses parametros, a mortalidade e a ocorréncia
de malformagbes, com a exposicdo ocorrendo na fase de blastula. Nos
embrides controle, a mortalidade e a ocorréncia de malformagdes observadas
estdo de acordo com a normalidade nessas condigdes experimentais
(YAMAMOTO et al., 2012; KMECICK et al., 2019; DA COSTA et al., 2021). Em
ambos o0s parametros, obtivemos resultados significativos nos embrides
expostos, demonstrando que esses contaminantes sdo embriotoxicos a galinha
e, potencialmente aos embrides humanos. De forma geral, os compostos
isolados tiveram maior influéncia nas malformagdes nos primeiros dias, quando
ocorre o0 periodo inicial de desenvolvimento e organogénese e o embrido é
mais sensivel a acdo de agentes externos, que podem causar morte
embrionaria e alteragdes morfologicas importantes (ALWAN; CHAMBERS,
2015). No entanto, chama a atencdo que o PFOA interferiu significativamente
na mortalidade no 8° dia. Além disso, as alteragbes morfolégicas, de modo
geral, foram mais significativas nos primeiros dias de incubagdo e houve uma
tendéncia a redugcédo nos embrides do 6° ao 8° dia. Isso possivelmente ocorreu,
pois 0os embrides em estagios iniciais s&o translucidos, o que permite a
visualizacdo das estrututras, que sdo mais opacas, como as vesiculas
encefalicas e o restante do tubo neural. A medida que o desenvolvimento
avanga as estruturas observadas previamente sdo cada vez menos visiveis
externamente (HAMBURGER; HAMILTON, 1951). Isso acontece pois as
estruturas desaparecem, dando origem a outras estruturas (ex. somitos), e/ou
se tornam internalizadas e cobertas pelas cartilagens, musculos e pele em
formagdo (ex. vesiculas encefalicas). Dessa forma, a auséncia de altera¢des
externas nos embrides com maior tempo de incubagdo ndo exclui a sua
presenca internamente. Além disso, nos primeiros dias de incubacdo os
embrides apresentam menos estruturas e o estadiamento é feito a partir das
caracteristicas da regido encefalica. Devido a essa regido ser alvo da
embriotoxicidade desses compostos (KMECICK et al., 2019), uma
porcentagem significativa dos embrides foi impossivel de estadiar,
principalmente no 2° dia.

Além disso, avaliamos a variavel tempo de exposicdo na mortalidade
embrionaria e ocorréncia de malformagdes. Era esperado que, com o avango

do desenvolvimento, as alteragbes morfoldégicas graves observadas nos
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embrides em estagios mais iniciais (2-4 dias), representadas principalmente
pela ocorréncia de embrides com estadio indefinido, inviabilizassem a
continuidade do desenvolvimento, aumentando a mortalidade ao longo do
tempo. Esse aumento era esperado também devido ao maior tempo de
exposi¢ao aos contaminantes, que é determinante na viabilidade embrionaria
(CONLEY; RICHARDS, 2008). Apesar da tendéncia na elevagdo da
mortalidade observada ao longo do tempo, os aumentos nao foram
significativos. E possivel que se essas condicdes de exposicdo fossem
mantidas e o desenvolvimento avaliado por mais tempo, essa tendéncia se
confirmaria, como foi observado pela baixa eclodibilidade dos animais
expostos. Nao ha na literatura dados sobre a avaliacdo da mortalidade e
ocorréncia de malformagdes em embrides expostos ao PFOA, Cd e a mistura,
ao longo do tempo, com a exposi¢ao ocorrendo antes do processo de
gastrulagdo. Nossos resultados sdo, portanto, inéditos e contribuem com a
compreensao dos efeitos desses contaminantes no inicio do desenvolvimento,
em concentragdes realistas. Porém, sdo necessarios mais estudos para
compreender a influéncia desses compostos, principalmente ao longo de um
periodo maior do desenvolvimento.

Na exposicado conjunta, foi observado um efeito de mistura com aumento
na ocorréncia de malformagdes no 6° e 8° dias, cujos resultados diferiram
significativamente do PFOA 5 ng.ml™ e Cd 0,5 ug.ml™ ou somente do Cd 0,5
ug.ml”, respectivamente, o que sugere um efeito aditivo na exposicdo
combinada. De maneira geral, o efeito da mistura de substancias pode se
comportar de quatro formas, a depender da interagcdo ou auséncia de interacao
entre os componentes da mistura (FIGURA 32). O PFOA e o Cd pertencem a
classes diferentes de compostos e, até onde se conhece, ndao compartilham ou
competem por sitios bioldégicos alvo em animais, ndo interagem e néao
interferem no metabolismo e/ou detoxificagdo um do outro. Isso significa que as
respostas bioldgicas desencadeadas pela sua exposi¢cao séo diferentes e que,
possivelmente, a toxicidade da mistura € equivalente a soma dos efeitos dos
compostos isolados (HEYS et al, 2016). Apesar de atuarem
independentemente, os seus efeitos se sobrepbem, alterando componentes de
vias em comum e gerando uma resposta aditiva, com aumento da ocorréncia

das alteracbes observadas na exposicdo isolada. A anadlise de redes e
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enriquecimento funcional corrobora essa afirmagao. Porém, segundo Rider e
colaboradores (2018), para afirmar qual o tipo de efeito de mistura ocorre na
exposi¢cao a multiplos contaminantes € necessario um desenho experimental
especifico, que nao foi ndo empregado no presente estudo. Dessa forma,
outros experimentos sdo necessarios para avaliar os efeitos da exposicao
conjunta a essas substancias no desenvolvimento embrionario e confirmar o
tipo do efeito da mistura. Outra forma de avaliar o efeito de misturas é a
utilizacdo de modelos preditivos que podem, posteriormente, ser validados
experimentalmente (BURES et al., 2021).

FIGURA 32 — ESQUEMA DE MODELOS TEORICOS DE EFEITOS DE MISTURAS

Comportamento dos Efeito da mistura
componentes da mistura

Concentragao
Mesmo sitio alvo aditiva

N&o interagem — —

) Acao
Sitio alvo diferentes independente |
A B A+B

ou Resposta
aditiva

Toxicidade

Toxicidade da mistura = soma da toxicidade dos componentes

Indugéo de enzima ativadora Potenciagéo - -
A B A+B

Inibicao de enzima de detoxificagao

Toxicidade

Interagem — Toxicidade da mistura > soma da toxicidade dos componentes

Antagonismo —|—)

Competicao por sitio alvo

Toxicidade

A B A+B
Toxicidade da mistura < soma da toxicidade dos componentes

FONTE: Adaptado de Heys et al. (2016).

O resultado é sutil em relagdo ao efeito dependente da concentragao,
sendo observados principalmente para o Cd em alguns parametros avaliados.
Na exposicao ao Cd, foi observado efeito dependente da concentragdo no 2°
dia, com aumento da mortalidade, e no 4° dia, com elevagao na ocorréncia de
alteragdes no tubo neural da regido cefalica, ambos no grupo exposto ao Cd
0,5 pg.ml'1 em relacéo ao Cd 0,05 pg.ml'1. Esses resultados sé&o corroborados

pela literatura, pois com o aumento nos niveis de exposicdo, um aumento no
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efeito é esperado (WILSON, 1977; FRIEDMAN, 2010). O oposto aconteceu no
5° dia, na ocorréncia de malformagdes gerais, € no 6° na mortalidade, com
redu¢cao no grupo Cd 0,5 pg.ml'1 em relagdo ao Cd 0,05 pg.ml'1. E possivel
propor que a redugao das alteragdes morfolégicas observadas nos embrides
incubados e, portanto, expostos por 5 dias, impactou negativamente na
viabilidade embrionaria, levando a redugdo da mortalidade em estagios mais
avancgados, no 6° dia. Na exposicao ao PFOA, houve efeito dependente da
concentragdo na marcagao histoquimica com PAS, entre a menor € a maior
concentragdo, com aumento da intensidade no HH14 e redugdo no HH18.
Esses resultados levantam a hipétese da presenca do fendmeno de hormese,
em que a dose-resposta € bifasica, e um menor nivel de exposicao apresenta
um efeito maior, enquanto maiores concentracdes resultam em menor efeito
(CALABRESE, 2014). Porém, para confirmar a presenca desse fenbmeno é
necessaria a avaliacdo de curvas dose-resposta através de delineamentos
experimentais e estatisticos especificos (NWEKE; OGBONNA, 2017).

Entre os niveis de PFOA e Cd testados, o que alterou um maior numero
de parametros entre os analisados foi a maior concentracdo de Cd (5 ug.ml™),
seguida da menor (0,05 pg.ml") e média (0,5 pg.ml™"), maior (50 ng.ml™) e
menor (0,5 ng.ml™') de PFOA, mistura e média de PFOA (5 ng.ml™"). Apesar das
concentragdes intermediarias de cada um dos contaminantes representarem a
média do que é encontrado em humanos, as demais concentragdes testadas
também séo realistas em relagcao a exposigdo humana aos contaminantes, pois
concentragdes equivalentes sdo encontradas na populagdo humana (ZHANG
et al., 2011; LIEN et al., 2013; SAKAMOTO et al., 2013; AL-SALEH et al., 2014;
MANZANO-SALGADO et al., 2015; XU et al., 2016).

O efeito toxico do PFOA e Cd durante o desenvolvimento embrionario se
destaca pelo aparecimento de alteragdes morfoldgicas relacionadas ao
processo inicial de formacdo do TN, a neurulacdo (KMECICK et al., 2019).
Nesse estudo caracterizamos histologicamente o comportamento celular e a
morfologia tecidual em embrides expostos a esses contaminantes, com estadio
definido (HH14 e 18) e indefinido. Devido ao sistema nervoso em
desenvolvimento ser alvo da embriotoxicidade desses compostos (KMECICK et

al., 2019), uma porcentagem significativa dos embrides foi impossivel de
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estadiar, devido as extensas alteragcbes observadas, com desorganizagao
corporal e estruturas totalmente aberrantes.

Nossos achados ressaltam a importancia da analise morfolégica com
aplicagcdo de metodologias complementares na caracterizagdo dos efeitos e na
busca pelos mecanismos de embriotoxicidade. Na Figura 33 (A-M), estdo
demonstradas as possiveis alteragdes correspondentes avaliadas pela técnica
de montagem total e pela histologia. Os achados morfolégicos sdo compativeis
com as malformacdes observadas no TN nas regides cefalica, do tronco e
caudal de embrides expostos ao PFOA (KMECICK et al., 2019) e Cd
(YAMAMOTO et al., 2012; KMECICK et al., 2019), avaliados pela técnica de
montagem total. Esses resultados histolégicos confirmam que os
contaminantes podem causar falha no fechamento do tubo neural e outras
anomalias estruturais, que culminam em alteracbes anatdbmicas ao final do
desenvolvimento, como observado nos animais n&o eclodidos (FIGURA 33 N e

O) e comprometem a eclodibilidade, que foi mais baixa nos grupos expostos.
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FIGURA 33 — COMPARAGAO DAS ALTERAGOES OBSERVADAS EM DIFERENTES
METODOLOGIAS

Embrides de galinha em estagios iniciais de desenvolvimento, preparados para anadlise
morfologica pela técnica de montagem total (A, D, G, K) e histologia (B, C, E, F, H-J, L, M);
Individuos nao eclodidos (N, O). A-C: Embrides controle. D-O: Embrides expostos. As linhas
tracejadas identificadas por letras minusculas representam o possivel nivel axial da secgéo
histolégica identificada pela letra mailscula correspondente. Seta: Alteracdo na regido
encefalica. Area circulada: Alteracdo no tubo neural na regido do tronco. Cabeca de seta:
Alteracdo na regido caudal. NE: Neuroepitélio. Estrela (*): Tubo neural aberto. Asterisco (*):
Alteragédo na forma. Cruz (+): Mdultiplos lumens. Fonte: A, D, G, K: Adaptado de Kmecick et al.
(2019); B, C, E, F, H-J, L, M: A autora (2022); N, O: A autora (2018).

Ainda, a analise histologica, em conjunto com a construgdo da rede de
interacdo a partir da extragdo e selegdo de dados toxicogendémicos publicos,
apontou possiveis mecanismos celulares altamente interconectados envolvidos
na teratogenicidade desses compostos.

O controle do numero de células € um mecanismo importante para a
morfogénese tecidual normal e envolve os processos de proliferacao e morte
celular por apoptose. A partir da pesquisa na base de dados CTD, encontrou-
se evidéncias de que vias de controle do ciclo celular e apoptose, com
envolvimento das proteinas BCL-2, caspase-9 e CDK1, por exemplo, séo
afetadas pela exposicdo ao PFOA e ao Cd na espécie G. gallus. Esses
resultados sdo corroborados pela literatura, que relata a capacidade do PFOA

e do Cd de induzir apoptose em diferentes tipos celulares (ZHOU et al., 2020;
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CAOQO et al., 2021; OU et al.l, 2021; XU et al., 2021) e de promover o desbalanco
entre os processos de proliferagdo e apoptose (ZHU et al., 2021; DU et al.,
2022).

As alteragdes teciduais com aumento da espessura das paredes do tubo
neural observadas nos embrides expostos ao PFOA e Cd podem estar
relacionadas a proliferagao celular descontrolada, com o surgimento de um TN
hiperplasico (CECCONI et al., 2008). Esse achado, juntamente com a presenca
de células com caracteristicas apoptéticas (nucleo fragmentado e picnético) no
neuroepitélio e na regido de condensacao de células na NS, sugere que esses
contaminantes podem estar, de fato, interferindo na regulagdo desses
processos e, estes, estarem envolvidos nas malformagdes vistas. O controle do
ciclo celular no neuroepitélio & essencial para o fechamento do TN,
principalmente na regido cefalica (GREENE; COPP, 2014), assim como as
células apoptéticas, que atuam facilitando a remodelagdo neuroepitelial e
movimentagdo das demais células (TENG; TOYAMA, 2011). Em estagios
iniciais de desenvolvimento, essas células sdo encontradas nas bordas da
ectoderme nao neural e do neuroepitélio, durante o fechamento do TN, e na
linha média dorsal do TN, apés o fechamento (YAMAGUCHI et al., 2011).
Entretanto, o aumento ou reducdo das taxas de proliferacdo e morte celular
podem causar malformagées no TN (AVAGLIANO et al., 2015), como
observado nesse trabalho. Ja na regido de ocorréncia de neurulagao
secundaria, a presenca de células apoptoticas € anormal, pois nesse processo
ndo esta envolvida a morte celular programada (GONZALEZ-GOBARTT et al.,
2021). Dessa forma, nossos resultados podem ser condizentes com o
desenvolvimento normal, porém para confirmar se as alteracbes no TN
envolvem a desregulacdo dos processos de apoptose e proliferagdo pela
exposicdo aos  contaminantes, anadlises  complementares, como
imunomarcacédo, sdo necessarias. Ademais, a apoptose apresenta também
outras fungdes durante o desenvolvimento embrionario, como a modelagem de
estruturas (ex. coracdo e digitos) e a eliminagdo de células danificadas
(FUCHS; STELLER, 2011).

Durante o desenvolvimento embrionario, diversas vias de sinalizagao sao
essenciais para garantir a formacado adequada do tubo neural, e muitas delas

estao interconectadas, como foi observado na analise de rede. Entre elas,
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destaca-se a via Wnt candnica/PCP, que também sofre interferéncia na
exposicdo ao PFOA (SMIRNOVA et al., 2021) e Cd (WEI; SHAIKH, 2017) em
outros modelos. Essa via regula, entre outros processos, a extenséo
convergente da placa neural e a constrigao apical das células para que ocorra
o dobramento. A extensao convergente molda a placa neural através de forgas
biomecanicas orquestradas pelo citoesqueleto de actina, que ao interagir com
proteinas acessorias (SHINDO et al., 2018), juncdes celulares e a matriz
extracelular (SKOGLUND; KELLER, 2010) promove a migragao celular
direcionada. ApoOs esse processo, as dobras neurais se elevam para formar os
pontos de dobra, que ocorrem pela reducdo na area da superficie apical das
células, causada pela constricdo apical de filamentos de actina associados a
miosina nas jungdes apicais e pelo atraso na migracéo intercinética nuclear
(EOM et al, 2011; BUTLER et al., 2019). Alteracdes nesses eventos
envolvendo o citoesqueleto de actina podem impedir que a placa neural se
dobre corretamente para o fechamento do tubo, gerando as anormalidades
morfologicas presentes nos embrides expostos ao PFOA e Cd. A literatura
fundamenta os nossos achados, pois se sabe que ambos os contaminantes
afetam a organizacdo dos filamentos de actina, causando disfungdes em
células em cultura (GE et al., 2019; BEHR et al., 2020). Assim, sugerimos a
desorganizagdo do citoesqueleto de actina como um possivel mecanismo
celular envolvido na embriotoxicidade do PFOA e Cd.

Nesse trabalho, com a utilizagdo da técnica de PAS, foi possivel avaliar
uma possivel reducdo na deposicao de moléculas de matriz extracelular para
formagdo da membrana basal, principalmente no HH18. Essa metodologia é
utilizada para demonstragdo de carboidratos e glicoconjugados, como
glicogénio, glicoproteinas e proteoglicanos. A técnica baseia-se na oxidag&o
pelo acido periédico, de ligagdes entre atomos de carbono dos carboidratos,
formando grupos aldeidos livres. Esses grupos, entdo, reagem com o reagente
de Schiff, gerando um produto de coloracdo avermelhada (LAYTON;
BANCROFT, 2019) que pode ser observada sob o microscopio de luz.

A membrana basal (MB) é um tipo especializado de matriz extracelular,
formada por uma rede fibrilar de moléculas como colageno IV, lamininas e
proteoglicanos (POZZI; YURCHENCO; 10Z2Z0, 2017). Essa rede separa a
superficie basal dos epitélios dos tecidos subjacentes (ZAGRIS, 2001) e
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participa de diversos processos celulares, como proliferacdo, diferenciacao e
migracao (KULAR; BASU; SHARMA, 2014). A formagdo da membrana basal
durante o desenvolvimento embrionario € essencial para manter a organizagao
e estabilidade das estruturas (MINER; YURCHENCO, 2004). Na notocorda, a
MB é secretada pelas células epiteliais periféricas, enquanto as células centrais
formam vacuolos intracelulares que exercem pressao sobre a MB, fornecendo
a rigidez e resisténcia mecanica necessarias (TRAPANI; BONALDO;
CORALLO, 2017). Ja durante a neurulagao, ha depdsito de colageno tipo IV ao
redor do TN (MOLE, 2016). Dessa forma, a exposi¢do ao PFOA e Cd no inicio
do desenvolvimento pode afetar moléculas de matriz extracelular e, assim,
interferir na embriogénese normal, pois a laminina e a fibronectina tém papel
central no controle da morfogénese neural, atuando sinergicamente para
manutencdo da polaridade apico-basal do TN (ARAYA; CARMONA-
FONTAINE; CLARKE, 2016). Além disso, a adesédo célula-matriz mediada por
receptores de matriz extracelular € essencial para a aproximacédo e contato
inicial entre as extremidades da ES e do neuropitélio para o fechamento do TN
(GOODWIN et al., 2017). A medida que as dobras neurais se aproximam, uma
membrana basal rica em fibronectina é montada na interface entre o TN e a
ES, com a qual as células da ES e do neuroepitélio interagem através de
integrinas. Essa interagdo promove uma adesao transitoria entre os epitélios
opostos, antes que a adesao celular definitiva seja estabelecida no local da
fusdo (MOLE et al., 2020). Além de mediar o formato das estruturas e
proporcionar adesao, a matriz extracelular também regula os processos de
proliferagao, diferenciagéo e migragao celular (LONG; HUTTNER, 2019).

A maior parte das alteragdes histolégicas observadas no TN dos embrides
expostos ao PFOA e ao Cd ocorreu na porgcao dorsal, na regidao da placa do
teto (roof plate). Essa regido € especificada durante a padronizagéo
dorsoventral do TN, que forma dorsalmente a placa do teto e ventralmente, a
do assoalho (floor plate), pela inducao de proteinas provenientes da ectoderme
de superficie (BMPs) e da notocorda (Shh) (GOUTI; METZIS; BRISCOE,
2015). Inicialmente, essas moléculas atuam na linha média dorsal e ventral,
respectivamente, formando os centros sinalizadores da placa do teto e do
assoalho, que, entdo passam a também secretar BMPs e Shh (LE DREAU;

MARTI, 2012). Isso gera um gradiente dessas moléculas no eixo dorsoventral
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da medula espinhal em desenvolvimento, o que promove proliferacédo e
especificacdo de progenitores de neurbnios motores, sensoriais e
interneurdnios (SIMOES-COSTA; BRONNER, 2015; REKLER; KALCHEIM,
2021). Sendo assim, alteragbes nessa regido sinalizadora importante podem
interferir na formacg&o de neurbnios e causar alteragdes funcionais, além das
anomalias morfolégicas encontradas.

As alteragdes morfoldgicas observadas nos embrides expostos ao PFOA
e Cd podem, também, estar relacionadas a vias de sinalizagdo dependentes de
Ca?*, como evidenciado pela andlise de enriquecimento funcional da rede de
interacdo entre moléculas. A homeostase desse ion & essencial para o
desenvolvimento embrionario normal e interfere em multiplas vias. Nesse
contexto, o PFOA pode estar modulando os efeitos do Cd por ser capaz de
afetar o potencial de membrana (HARADA et al., 2005) e, consequentemente,
os canais de Ca?*, liberando o ion de reservas intracelulares (LIU et al., 2011).
Também, os ions Cd?* podem substituir o Ca®* na ligacéo a proteinas, como a
Ca2+ATPase, inibindo a sua atividade, e interferir na atividade de canais de
Ca?* (CHOONG et al., 2014). Ja as alteracdes no equilibrio do Ca®* podem
desencadear  apoptose pela via mitocondrial (KLESZCZYNSKI;
SKELADANOWSKI, 2011; YUAN et al., 2013), interferir na adeséo celular (CHOI
et al., 2013), perturbar a dinamica do citoesqueleto (TEMPLETON; LIU, 2013) e
alterar a proliferacdo e migragao celular (WANG et al., 2017; LI et al., 2018;
PIEROZAN; JERNEREN; KARLSSON, 2018).

Um dos mecanismos mais estudados na toxicidade do PFOA ¢ a ativagao
de receptores nucleares de proliferagdo de peroxissomos (PPAR),
principalmente do tipo a (LI et al., 2017). Essa familia de receptores séo fatores
de transcrigao que regulam a expressao de genes envolvidos no metabolismo e
também no desenvolvimento embrionario (ROTMAN et al., 2006), inclusive no
fechamento do TN (HIGA et al., 2007). Proteinas envolvidas nas vias ativadas
por receptores PPAR sao afetadas pela exposicdo ao PFOA e ao Cd e, dessa
forma, podem estar implicadas no mecanismo embriotéxico das alteracbes
observadas no presente trabalho. Ja foi demonstrado que os receptores
PPARa tém papel na toxicidade no desenvolvimento induzida pelo PFOA

(ABBOTT et al., 2007). Porém, sdo necessarios mais estudos para
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compreender suas fungbes no desenvolvimento e também investigar seu
envolvimento na embriotoxicidade.

A andlise histopatolégica se mostrou eficiente na caracterizacdo das
alteragdes induzidas pelos contaminantes e proporcionou a discussao sobre os
possiveis mecanismos celulares envolvidos nas malformacgdes, corroborados
pelos dados toxicogendmicos e a analise de enriquecimento funcional. Apesar
de qualitativa, essa analise fornece subsidios para estudos futuros na busca
pelos mecanismos de embriotoxicidade e teratogenicinade dos compostos
quimicos. Além disso, através da elaboragdo do indice de lesdo embrionaria,
inédito na literatura para embrides no inicio do desenvolvimento, foi possivel
quantificar o conjunto de alteragbes observadas em cada embrido, com a
analise de cortes sequenciais alternados dos embrides de galinha inteiros, e
comparar os grupos experimentais. Esse indice foi elaborado de acordo com o
método desenvolvido por Bernet e colaboradores (1999), que é muito utilizado
na Ecotoxicologia (OLIVEIRA et al., 2019; GEMUSSE et al., 2021) e ja foi
adaptado para diferentes modelos de estudo e 6rgaos especificos (MELA et al.,
2007; BOARETO et al., 2013; LUZIO et al.,, 2016). No presente estudo, as
adaptacdes foram feitas de acordo com as particularidades de nosso modelo
experimental, como as estruturas presentes no embrido nos estadios de
desenvolvimento avaliados. O indice se mostrou efetivo para quantificar as
alteragcdes nos embrides, mas parece subestimar as deformidades graves
encontradas. Dessa forma, sugerimos que outros fatores qualitativos que
considerem a magnitude das alteragdes sejam incorporados, como o nivel de
gravidade da alteragéo, para representar a quantidade de células apoptoéticas
presentes, por exemplo. Outro possivel pardmetro a ser ajustado para valorizar
esse método e observar resultados mais significativos, € o numero amostral,
visto que em alguns grupos experimentais os resultados foram préximos aos de
resultados significativos, como na mistura no HH14 e HH18.

Com a incubacgao dos ovos por 21 dias, foi possivel observar como as
alteracdes teciduais impactaram na anatomia dos animais, apesar de grande
parte nao ter eclodido. Entre as alteragdes observadas nos animais que nao
eclodiram estdo posicionamento embrionario incorreto dentro do ovo e a
presenca de malformagdes, como extrusdo visceral, encéfalo exposto e

alteragdes no bico, evidenciando a teratogenicidade do PFOA e Cd. O correto
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posicionamento embrionario € de extrema importadncia para que o embrido
consiga movimentar a cabecga e realizar a bicagem, bem como impulsionar as
pernas para eclodir (TONG et al., 2013). Na posicdo de nascimento
considerada normal, a regido dorsal do embrido esta paralela ao eixo mais
comprido do ovo e o bico fica posicionado embaixo da asa direita, ficando a
ponta do bico direcionada para a camara de ar. Nessa posicdo, a asa afasta a
membrana da casca da face do embrido e proporciona mais liberdade de
movimento ao bico. Além disso, a asa ajuda a esticar a membrana interna da
casca e auxilia na perfuragdo dessa membrana pelo bico (ROSS TECH, 2010).
O posicionamento embrionario incorreto pode ocorrer e é classificado em 6
tipos (ROSS TECH, 2010) (ANEXO 2). A posicdo mais frequentemente
observada nos embrides expostos ao Cd e PFOA, nesse trabalho, foi aquela
em que a cabeca do embrido esta voltada para a extremidade menor do ovo.
Apesar de ja ter sido demonstrado que a posigdo do ovo na incubagédo n&o
interfere na eclodibilidade (VAN DE VEN et al., 2011), os manuais de manejo
de incubatérios comerciais (COBB-VANTRESS, 2008; ROSS TECH, 2010)
descrevem que essa ma posi¢cao ocorre comumente em ovos incubados com a
extremidade menor do ovo para cima e com mais frequéncia em ovos que
foram incubados na posi¢cao horizontal quando comparado com 0s oOvOs
incubados com a camara de ar para cima. Pode ocorrer também quando a
temperatura da incubadora esta alta (superior a 38°C) ou quando o angulo de
viragem € pequeno (ROSS TECH, 2010). Porém, todos esses fatores foram
levados em conta no momento da incubacao sendo que, do 1° ao 3° dia, os
ovos foram mantidos com a camara de ar para cima e do 3° dia em diante
mantidos na posi¢gao horizontal, com angulo de viragem de aproximadamente
180°, a cada 20 minutos. Além disso, a temperatura da incubadora foi
controlada durante todo o periodo de incubagéo e nao passou dos 38,5°C, que
€ adequada para o desenvolvimento normal e eclosdo (NOIVA; MENEZES,;
PELETEIRO, 2014). Assim, sugere-se que a baixa eclodibilidade ocorrida em
nossos experimentos néo esta relacionada as condigdes de posicionamento
dos ovos, da temperatura e umidade da incubadora, da viragem dos ovos e
tampouco a presengca de malformagdes, pois sequer os animais controle
eclodiram satisfatoriamente. Assim, para avaliar a agao de xenobidticos sobre a

eclodibilidade e outros parametros em animais eclodidos é necessario um
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aprofundamento maior nas praticas de incubacdo e sua padronizagdo no
laboratorio.

As malformagbes na regidao cefalica, observadas nos animais nao
eclodidos, sdo compativeis com alteracdes de falha no fechamento do TN,
encontradas nos embrides em estagios mais iniciais, evidenciando a
progressao das alteragdes ao longo do desenvolvimento e sua apresentagao
ao final do desenvolvimento embrionario (FIGURA 33 N e O). Essas alteragdes
dao origem a defeitos no TN, como anencefalia acompanhada ou nao de
acrania (COPP; STANIER; GREENE, 2013). Ja as malformagdes craniofaciais
observadas podem ter sido causadas por alteracbes nas células da crista
neural cefalica, que dao origem a cartilagens e ossos do cranio (SHYAMALA et
al., 2015). Espera-se, em breve, confirmar esse ponto, pois ha um trabalho em
andamento no Laboratério de Embriotoxicologia que investiga os efeitos do
PFOA e Cd sobre as células da crista neural cefdlica. As alteragdes de
extrusdo de visceras abdominais e do coracdo observadas neste trabalho sao
caracterizadas como defeitos na parede do corpo e causadas por fechamento
anormal da parede ventral do corpo (SADLER, 2010). Dependendo da regiao
afetada, essas alteragdes podem levar a ectopia cordis e gastrosquise
(PREFUMO; 1271, 2014). Apesar da baixa eclodibilidade também nos grupos
controle, ela foi ainda mais baixa nos grupos expostos e € possivel que essas
anormalidades encontradas tenham comprometido a viabilidade do
desenvolvimento e reduzido a eclodibilidade.

Dentre os 7 individuos eclodidos, 1 apresentou alteragdo anatdbmica na
eclosdo, uma discreta protrusdo de alcas intestinais, que foi totalmente
revertida de forma natural. Durante o desenvolvimento, o intestino delgado
cresce extensivamente e, como em outros amniotas, sofre uma herniagao para
o cordao umbilical. Essa alga intestinal € continua com o saco vitelinico e
comecga a retornar para o abdémen no 17° dia de incubacdo, porém esse
processo s6 se completa no 19°, quando o remanescente do saco vitelinico
também ¢é internalizado (BELLAIRS; OSMOND, 2014). No individuo que
eclodiu com a parede abdominal aberta é possivel que o fechamento tenha
sido atrasado, uma vez que se completou durante a primeira semana pos-

eclosao.
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5. Conclusoes

A exposicao ao PFOA e Cd foi capaz de induzir aumento na mortalidade,
enquanto a mistura ndo mostrou alteragdes significativas.

A exposicdo ao PFOA e Cd foi capaz de induzir a ocorréncia de
malformagbes gerais e no TN da regido cefalica e tronco-caudal,
principalmente nos primeiros dias, quando a presenca de embrides com
estadio indefinido foi significativa. A mistura também induziu malformacgdes
durante todo o periodo avaliado. Em alguns parametros houve um efeito
concentracao dependente sutil, sendo observado principalmente para o Cd.

O PFOA e Cd causaram alteragdes na morfologia tecidual, principalmente
no tubo neural, como alteragcdes na forma, presenca de células no lumen,
células apoptéticas no neuroepitélio e falha no fechamento. Os compostos
também interferem na membrana basal mostrando uma redugdo nesse
componente tecidual.

O indice elaborado para avaliagao histopatologica de embrides de galinha
em estagios iniciais de desenvolvimento compilou as alteragdes teciduais
observadas, quantificando o nivel de dano.

O PFOA e Cd interferem na expressdo de componentes de vias
importantes ao desenvolvimento embrionario, tais como apoptose, controle do
ciclo celular, adeséo e dindmica do citoesqueleto de actina, sugerindo que
estao relacionadas aos mecanismos celulares das alteragdes encontradas.

Nos individuos incubados por 21 dias (eclodidos e nao eclodidos) foram
observadas alteragbes anatdmicas compativeis com as malformagdes
encontradas nos embrides em estagios mais iniciais, evidenciando a
progressao das alteragdes ao longo do desenvolvimento e sua apresentagao

ao final do desenvolvimento embrionario.
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Consideragoes finais

A avaliacdo dos efeitos da exposi¢cdo pré-natal a poluentes ambientais,
como o PFOA e Cd, em modelos animais € fundamental para verificar o risco
de exposicdo de embrides/fetos humanos, investigando o potencial
embriotoxico e teratogénico desses compostos (WACHHOLZ et al.,, 2021).
Nesse contexto, a analise morfologica € importante na avaliagdo da ocorréncia
de malformacgdes, pois reflete alteracbes em niveis inferiores de organizagao
biolégica e permite inferir sobre os possiveis mecanismos celulares do
surgimento dessas malformacoes.

O embrido de galinha é um excelente modelo de estudo para
Embriotoxicologia (FLENTKE; SMITH, 2018), porém algumas particularidades,
como fragilidade e tamanho reduzido, dificultam a sua utilizacdo para avaliagao
histolégica. Dessa forma, no capitulo |, diferentes métodos de processamento
histolégico foram testados na busca por orientacdo precisa dos embrides e
preservacdo adequada das secgbes histologicas. Trés resinas, paraplast,
polietilenoglicol e historesina, foram avaliadas e comparadas em relacéo a
precisdo de orientacdo no bloco, visualizagdo dos embrides nos blocos,
qualidade da preservacgao tecidual (morfologia e presengca de artefatos de
técnica), eficiéncia na microtomia, contraste na coloragdo, tempo médio do
processamento e custo. A historesina foi a que proporcionou melhor
desempenho, com maior precisdo de orientacdo dos embrides para corte,
aliada a excelente preservagao das estruturas e poucos artefatos, apesar de
apresentar tempo de preparo e custo elevados.

No capitulo Il, investigamos a agdo do PFOA e Cd sobre a mortalidade,
ocorréncia de malformagdes e caracterizamos histologicamente as alteracbées
morfolégicas encontradas, em dois estadios selecionados, utilizando o
processamento em historesina. Houve interferéncia dos contaminantes
isolados no aumento da mortalidade, enquanto a mistura ndo mostrou
alteracbes significativas. Os contaminantes isoladamente e em mistura
induziram a ocorréncia de malformagdes gerais € no TN e causaram alteragées
teciduais e na membrana basal. Dessa forma, comprovamos o efeito

embriotoxico dos compostos isolados e em mistura no embrido de galinha.
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Esses resultados podem ser extrapolados para embrides humanos devido as
similaridades no desenvolvimento (IRIE; KURATANI, 2011; WANG; WHITE,
2021) e a utilizagdo de concentragdes realistas para a exposi¢gdao humana,
extrapoladas para o embrido de ave através do calculo alométrico (DA COSTA
et al., 2021).

Além disso, foi possivel avaliar detalhadamente a morfologia das
malformagbes que, aliada a analise de rede e enriquecimento funcional,
possibilitou propor mecanismos celulares envolvidos no surgimento das
alteracbes, como a interferéncia em processos importantes para a
morfogénese normal, entre eles citamos o controle do ciclo celular e apoptose,
vias de sinalizacao Wnt e dependentes de Ca®", regulacéo do citoesqueleto de
actina, juncdes celulares e interacdo com a matriz extracelular.

Também evidenciamos a progressdao das alteragcbes ao longo do
desenvolvimento e sua apresentacao ao final do desenvolvimento embrionario,
confirmando a teratogenicidade dos compostos. Os resultados desse trabalho
abrem questionamentos sobre os mecanismos celulares da acao do PFOA e
Cd sobre o desenvolvimento embrionario, bem como sobre a interagcao desses
compostos em mistura para originar os efeitos observados. Dessa forma,
suscitam perguntas que podem ser exploradas em estudos futuros na busca
pela compreensdo dos efeitos deletérios desses contaminantes no

desenvolvimento embrionario.
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Conclusoes

Nossos dados evidenciam o melhor método de processamento
histologico para se obter os melhores resultados em embrides de galinha em
estagios iniciais de desenvolvimento e realizar uma avaliagdo histologica
detalhada. A historesina foi o meio de infiltracdo e emblocagem, entre os
testados, que proporcionou melhor preservagao morfolégica, orientagcéo precisa
do tecido e contraste de coloracdo, apesar da microtomia dificil, custo e tempo
de processamento maiores.

Além disso, nossos resultados enriquecem a literatura existente sobre a
embriotoxicidade do PFOA e do Cd, gerando questionamentos para estudos
futuros, e também ressaltam a preocupag¢ao com a exposicao pré-natal a essas
substancias.

A exposicao ao PFOA e Cd, isoladamente, foi capaz de induzir aumento
na mortalidade e ocorréncia de malformacdes. Ja a exposi¢gao a mistura nao
apresentou alteragdes significativas. Entre as alteragbes induzidas na
morfologia estdo as malformacgdes gerais e no TN da regido cefalica e tronco-
caudal, principalmente nos primeiros dias, quando a presenga de embrides
com estadio indefinido foi significativa. Em alguns dos parametros analisados,
foi observado efeito dependente da concentragéo.

O PFOA e Cd causaram alteragbes na morfologia tecidual,
principalmente no tubo neural, com alteracdes na forma, presenca de células
no lumen, células apoptéticas no neuroepitélio e falha no fechamento. As
alteracgdes teciduais observadas foram quantificadas através do indice de lesao
embrionaria, elaborado para avaliagao histopatoldgica de embrides de galinha
em estagios iniciais de desenvolvimento. Além disso, os compostos também
interferem na formacao da membrana basal mostrando uma reducédo dessa
estrutura.

O PFOA e Cd interferem na expressdo de componentes de vias
importantes ao desenvolvimento embrionario, tais como apoptose, controle do
ciclo celular, adeséo, interacdo com receptores de matriz extracelular, via Wnt
e dinamica do citoesqueleto de actina, sugerindo que estdo relacionadas aos

mecanismos celulares das alteracdes teciduais encontradas.
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Nos individuos incubados por 21 dias (eclodidos e ndo eclodidos) foram
observadas alteragdes anatbmicas compativeis com as malformacgdes
encontradas nos embridbes em estagios mais iniciais, evidenciando a
progressao das alteragdes ao longo do desenvolvimento e sua apresentagao

ao final do desenvolvimento embrionario.
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ANEXO 2
POSIGAO NORMAL E MAS POSICOES DE NASCIMENTO

Posig¢ao normal de nascimento.

Regido dorsal do embrido esta paralela ao eixo mais comprido do
ovo e o bico fica posicionado embaixo da asa direita. A ponta do bico fica
direcionada para a camara de ar, na extremidade arredondada do ovo. Dessa
forma, a asa afasta a membrana na casca da face do embrido e proporciona
mais libertade de movimento ao bico. A asa também ajuda a esticar a
membrana interna da casa e auxilia na perfuragdo dessa membrana pelo
bico. Assim, o embri&do consegue acesso a camara de ar e inicia a respiracao
pulmonar.

O embrido assume essa posi¢ao no 19° dia de incubacgao.

Ma posicédo 1 — Cabecga entre as coxas.

E a posicdo normal da maioria dos embrides de 18 dias de
incubagao, quando a cabega comecga a virar para a camara de ar para
assumir a posicdo normal de nascimento. Embrides mortos nesse
posicionamento provavelmente representam embrides que morreram por volta

do 18° dia de incubagéo.

Ma posicao 2 — Cabega na parte menor do ovo.

E facilmente identificada ao abrir o ovo pela camara de ar de ovos
ndo eclodidos. E possivel visualizar o saco da gema, o umbigo do embrido e
as pernas. Essa ma posigdo ocorre comumente em ovos incubados com a
extremidade menor do ovo para cima e com mais frequéncia em ovos que

foram incubados na posi¢do horizontal quando comparado com o0s ovos

incubados com a camara de ar para cima. Pode ocorrer também quando a
temperatura da incubadora esta alta (superior a 38°C) ou quando o angulo de

viragem é pequeno.

Ma posicao 3 — Cabecga virada para a esquerda.
Prevalece em ovos incubados com a extremidade larga do ovo para
cima. Em muitos casos, o bico fica acima da asa esquerta. Essa posigéo

reduz a eclodibilidade em aproximadamente 20%.

Ma posicao 4 — Bico afastado da camara de ar.
A ocorréncia dessa posigao é cinco vezes maior em ovos incubados
horizontalmente e é considerada quase sempre letal. E uma mé posicao dificil

de reconhecer.
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Ma posicao 5 — Pé acima da cabeca.

Um pé ou ambos ficam presos entre a cabega e a casca e impede o
movimento para tras normal da cabela que é necessario para perfurar a
casca. Os pés podem também impedir a rotagéo final do embrido enquanto
corta a parte de cima da casca para eclodir. Assim, se essa posicdo néo
impedir a perfuragéo da casca, ela pode impedir a rotagado final e saida do
embrido. E a segunda ma-posicdo mais comum, representando

aproximadamente 20% do total de embrides malposicionados.

Ma posicao 6 — Bico acima da cabeca.
E considerada uma variacéo natural da posi¢do normal de
nascimento, representando aproximadamente 50% ou mais do total de

embrides mal posicionados.

FONTE: Adaptado de ROSS TECH, 2010.



