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RESUMO 
O ácido perfluorooctanóico (PFOA) e o cádmio (Cd) são poluentes persistentes no 
ambiente, bioacumuláveis e capazes de transpor a barreira placentária. A exposição 
a esses contaminantes no período pré-natal interfere no desenvolvimento, 
comprometendo o crescimento e induzindo malformações no sistema nervoso, como 
defeitos do tubo neural (TN). No ambiente os organismos vivos estão expostos a 
uma mistura complexa de poluentes que podem interagir, potencializando ou 
inibindo seus efeitos tóxicos. 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 única in ovo, sobre diferentes parâmetros, em embriões de Gallus gallus. Para 
isso, foram realizadas análises de mortalidade, ocorrência de malformações e 
caracterização histológica, análise de rede e enriquecimento funcional a partir de 
genes selecionados em base de dados toxicogenômicos comparativos, além de 
avaliação anatômica de animais eclodidos. Inicialmente, foram avaliadas diferentes 
resinas de incorporação para o estudo histológico dos embriões, sendo a historesina 
a que proporcionou maior precisão de orientação dos embriões para corte, aliada à 
excelente preservação das estruturas e poucos artefatos. Posteriormente, a 
exposição dos embriões foi realizada injetando-se solução de contaminante ou 
veículo na câmara de ar, previamente à incubação. As concentrações utilizadas 
foram 0,5 ng.ml-1, 5 ng.ml-1 e 50 ng.ml-1 de PFOA, 0,05 μg.ml-1, 0,5 μg.ml-1 e 5 μg.ml-
1 de Cd e a mistura de PFOA à 5 ng.ml-1 e Cd à 0,5 μg.ml-1. Os embriões foram 
incubados por 2 a 6 dias, 8, 21 dias, até a eclosão ou no máximo 24 dias. Foram 
avaliadas a mortalidade embrionária, a ocorrência de malformações e as alterações 
histológicas envolvidas nas malformações causadas nos estádios HH14 e HH18, 
com foco no tubo neural. O material coletado foi processado em historesina, com 
coloração de hematoxilina e eosina e ácido periódico de Schiff (PAS). Alterações 
significativas no aumento da mortalidade e malformações indicaram o efeito 
embriotóxico dos contaminantes no embrião de galinha. As alterações teciduais 
encontradas no TN corroboram as alterações observadas em montagem total de 
embriões expostos ao PFOA e Cd nas mesmas concentrações, sendo elas: 
desorganização das vesículas encefálicas, TN aberto, presença de aglomerados 
celulares e/ou células apoptóticas na luz do tubo neural, células apoptóticas no 
neuroepitélio e alteração na forma do TN. A marcação com PAS evidenciou a 
membrana basal principalmente da notocorda e TN, sendo que a intensidade média 
de marcação nas secções foi reduzida significativamente em relação ao controle, 
principalmente no HH18. Esses resultados revelam a ação desses contaminantes a 
nível histológico, já em estágios iniciais e foram compilados em um índice de lesão 
elaborado para embriões de galinha em estágios iniciais de desenvolvimento. Além 
disso, apontam os possíveis mecanismos celulares da ocorrência das malformações, 
que foram corroborados pela análise de enriquecimento funcional. Nos indivíduos 
eclodidos e não eclodidos, foram observadas alterações anatômicas compatíveis 
com as malformações encontradas nos embriões em estágios mais iniciais, 
evidenciando a permanência dessas alterações ao longo do desenvolvimento.  
Palavras-chave: composto perfluorado; histologia; malformações; metal pesado; 
mortalidade; neurulação; redes de interação; 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-1, 5 ng.ml-1 and 50 ng.ml-1 of PFOA, 0.05 μg.ml-1, 0.5 μg.ml-1 and 5 
μg. ml-1 of Cd and the mixture of 5 ng.ml-1 PFOA and 0.5 μg.ml-1 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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Introdução 

Atualmente existem mais de 193 milhões de substâncias químicas 

orgânicas e inorgânicas registradas (CHEMICAL ABSTRACT SERVICE, 2022). 

Muitas delas são liberadas no ambiente indiscriminadamente pelas atividades 

antrópicas, a partir de resíduos urbanos, industriais e agrícolas, contaminando 

o solo, a água e o ar e se distribuindo globalmente. Dessa forma, é crescente a 

preocupação em relação aos efeitos nocivos dessas substâncias aos seres 

vivos, visto que muitas delas bioacumulam nos organismos e biomagnificam na 

cadeia trófica (POPEK, 2018). A exposição de gestantes é particularmente 

preocupante, pois muitos compostos são capazes de transpor a barreira 

placentária e atingir o indivíduo em desenvolvimento. O ácido 

perfluorooctanóico (PFOA) e o cádmio (Cd) são poluentes ambientais 

persistentes e biacumuláveis que atravessam a placenta (TAYLOR et al., 2018; 

ROVIRA et al., 2019). Apesar disso, poucos estudos avaliam seus efeitos sobre 

o desenvolvimento embrionário e a morfogênese do sistema nervoso, em 

concentrações realistas para a exposição humana, especialmente em estágios 

mais sensíveis à ação de agentes externos. Além disso, as alterações 

morfológicas causadas por eles ainda são pouco exploradas e compreendidas, 

bem como o efeito da sua exposição em mistura.  

O embrião de galinha é 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 acessível e semelhante ao de outras espécies de 

vertebrados (IRIE; KURATANI, 2011), favorece o seu uso na avaliação dos 

efeitos de xenobióticos sobre o desenvolvimento embrionário, permitindo, 

também, a extrapolação dos efeitos para outros animais.  

Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos desses 

contaminantes sobre embriões de galinha, a fim de caracterizar seu efeito 

embriotóxico.  
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Revisão de literatura 

Embrião de galinha como modelo animal 
O embrião de ave Gallus gallus (galinha) é um modelo de estudo 

consolidado nas áreas de Embriologia e Biologia do desenvolvimento (MOK et 

al., 2015). A partir dele, foram descobertos aspectos fundamentais do 

desenvolvimento, como a formação das camadas germinativas, os conceitos 

de indução, destino e competência (STERN, 2005), e foi possível entender os 

mecanismos da morfogênese de vários órgãos, como o coração e o sistema 

nervoso (DAVEY; TICKLE, 2007; WITTIG; MÜNSTERBERG, 2016). Por ser um 

sistema experimental versátil, se destaca também em estudos de Toxicologia 

(GHIMIRE et al., 2022), Imunologia (GARCIA et al., 2021), Farmacologia 

(BJØRNSTAD et al., 2015; ZOSEN et al., 2021), Virologia (RIBATTI, 2018) e do 

câncer (AUGUSTINE et al., 2020; CHU et al., 2021).  

O seu êxito como modelo experimental, principalmente do 

desenvolvimento embrionário, se deve ao fato de o embrião de galinha 

apresentar estágios1 de desenvolvimento que são molecular e 

morfologicamente semelhantes aos de outros vertebrados (IRIE; KURATANI, 

2011). Essas semelhanças são mais acentuadas em um período intermediário 

do desenvolvimento, denominado período filotípico e compreende diferentes 

estádios2 específicos de cada espécie (HU et al., 2017). Em comparação ao 

desenvolvimento humano, o embrião de galinha é o que mais se assemelha 

durante a gastrulação, neurulação e dobramentos, os processos iniciais da 

morfogênese (WANG; WHITE, 2021). Ainda, o embrião de galinha apresenta 

vantagens em relação a outros animais, como facilidade de obtenção e 

desenvolvimento detalhadamente descrito (HAMBURGER; HAMILTON, 1951), 

relativamente curto (21 dias) e externo, o que facilita a sua observação. Essa 

acessibilidade experimental permite a análise do embrião ao longo do seu 

desenvolvimento in ovo e a realização de manipulações genéticas (ABU-
                                            

1 Estágio: Se refere a um período do desenvolvimento que pode englobar um ou mais estádios 
embrionários de uma determinada espécie, podendo ser representado pelo tempo de 
desenvolvimento. 

2 Estádio: Trata-se de um momento no desenvolvimento em que o embrião apresenta 
características morfológicas específicas, cujo aparecimento pode estar relacionado ao tempo 
de desenvolvimento. 

Por exemplo, o estágio de desenvolvimento de 3 dias do embrião de galinha compreende os 
estádios 19-23, segundo a classificação de Hamburger e Hamilton (1951). 
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BONSRAH; ZHANG; NEWGRREN, 2016) e microcirúrgicas (WACHHOLZ et 

al., 2021), sem a necessidade de procedimentos cirúrgicos e/ou eutanásia da 

progenitora. Dessa forma, os estudos que utilizam o embrião de ave G. gallus 

agregam conhecimento sobre os mecanismos do desenvolvimento de outros 

animais e também auxiliam na caracterização do papel dos fatores genéticos e 

ambientais na teratogênese (DAVEY et al., 2018). 

Na embriotoxicologia3, o uso do embrião de galinha é notável por também 

permitir o estudo direto dos efeitos de substâncias sobre o desenvolvimento 

embrionário, já que não possui a influência do metabolismo materno e do 

transporte placentário (SMITH; FLENTKE; GARIC, 2012). Dessa forma, é 

possível caracterizar o potencial embriotóxico4 e teratogênico5 de drogas e 

poluentes ambientais e, através de diferentes abordagens, determinar como 

um composto age no embrião desde as etapas mais iniciais do 

desenvolvimento (WACHHOLZ et al., 2021). Além disso, devido às 

similaridades nos mecanismos de desenvolvimento, o estudo de alterações 

causadas por xenobióticos na embriogênese de G. gallus permite certo grau de 

extrapolação para outras espécies de vertebrados, incluindo humanos.  

Devido à importância da avaliação a nível tecidual e celular na 

caracterização detalhada e identificação precoce do efeito teratogênico de 

substâncias (KURTH et al., 2012), são necessárias metodologias eficientes em 

promover secções histológicas com excelente preservação tecidual e 

orientação adequada. Apesar das múltiplas características favoráveis ao uso 

do embrião de ave G. gallus como modelo de estudo, seu tamanho reduzido e 

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

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

4 Embriotoxicidade: Efeitos tóxicos na prole no período inicial de desenvolvimento, a 
embriogênese (PAMIES et al., 2011; WILLHITE; MIRKES, 2014). 

5 Teratogenicidade: Efeitos tóxicos na prole após o período de embriogênese. Esse termo é 
usualmente empregado para designar malformações ou defeitos estruturais, porém refere-se 
também a alterações funcionais, atraso no desenvolvimento e morte embrionária 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. É também chamada de 
fetotoxicidade (WILLHITE; MIRKES, 2014).  

No desenvolvimento pré-natal humano esses conceitos são facilmente aplicados, pois o 
período é claramente dividido em embrionário (até a 8ª semana) e fetal (a partir da 9ª 
semana) (CARLSON, 2019). No desenvolvimento das aves não há essa distinção. Dessa 
forma, referem-se à embriotoxicidade os efeitos observados até o final da embriogênese (  
estádio HH35 na galinha) e teratogenicidade após esse período.  
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manipulação mais delicada, bem como metodologias diferenciadas em relação 

aos processamentos histológicos usuais, sobre as quais há pouca literatura. 

 

Neurulação 
A neurulação é o processo pelo qual é formado o tubo neural (TN), o 

primórdio do sistema nervoso central (SNC) (VAN STRAATEN et al., 1996). 

Esse processo morfogenético é altamente regulado por diversos mecanismos 

que envolvem os tecidos adjacentes (ectoderme epidérmica, mesoderme 

dorsal e notocorda) (NIKOLOPOULOU et al., 2017) e nos quais participam a 

via de sinalização Wnt não-canônica (JURILOFF; HARRIS, 2012), proteínas 

morfogenéticas ósseas (BMPs) (AMARNATH; AGARWALA, 2016) e vários 

fatores de transcrição (entre eles Grhl, Cdx, Pax) (EPSTEIN; VEKEMANS; 

GROS, 1991; GUSTAVSSON et al., 2007; SAVORY et al., 2011). Interferências 

nos mecanismos que regulam e efetuam as mudanças morfológicas 

necessárias a esse processo, podem originar malformações e/ou prejudicar o 

fechamento do TN.  

Em amniotos, o TN é formado por dois mecanismos de neurulação, a 

primária e a secundária, que ocorrem em diferentes níveis rostrocaudais do 

embrião e sofrem sobreposição na região de interface.  

 

Neurulação primária 

Na porção mais anterior, desde a região craniana e por toda a extensão 

do tronco, o TN é formado pelo processo de neurulação primária (NP), que 

ocorre em quatro etapas bem definidas e envolve movimentos morfogenéticos 

coordenados por eventos celulares, moleculares e biomecânicos, como adesão 

celular e remodelação de fibras do citoesqueleto (NIKOLOPOULOU et al., 

2017). 

Na primeira etapa da NP há a formação da placa neural (FIGURA 1 A), 

pelo espessamento da ectoderme para formar o neuroepitélio (GREGO-

BESSA; HILDEBRAND; ANDERSON, 2015). Esse processo ocorre pela 

expansão de filamentos de microtúbulos na direção apical das células da 

ectoderme, alongando-as (JAYACHANDRAN et al., 2016).  

A segunda etapa consiste no alongamento da placa neural no eixo 

rostrocaudal (extensão) e estreitamento no eixo mediolateral (convergência) 
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(SCHOENWOLF, 2018). Essa extensão convergente é dependente da via de 

sinalização Wnt não canônica/polaridade celular planar (PCP) e é responsável 

por moldar a placa neural, a partir da divisão celular orientada (SUTHERLAND; 

KELLER; LESKO, 2020), intercalação 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 direção à linha 

média dorsal no embrião, estabelecendo o sulco neural, uma estrutura 

transitória e craniocaudalmente alongada. Nesse processo, são formados dois 

tipos de pontos de flexão, o ponto de dobra mediano (PDM) (FIGURA 1 C) e o 

ponto de dobra dorsolateral (PDDL) (FIGURA 1 D), que têm a função de 

estabilizar o dobramento da placa neural, devido à ancoragem aos tecidos 

adjacentes, e são essenciais para a aproximação das pregas neurais. Na 

porção craniana são formados um PDM e dois PDDL, enquanto no resto da 

extensão do TN ocorre somente o PDM (LAWSON; SCHOENWOLF, 2009). 

Um fator importante para a formação dos pontos de flexão é a alteração no 

formato das células (SUZUKI; MORITA; UENO, 2012). Para isso, é 

fundamental a contração de filamentos apicais de actina, efetuada pela 

interação com a miosina recrutada e ativada nessas regiões (KINOSHITA et al., 

2008; MASON; TWOROGER; MARTIN, 2013). Esses eventos são regulados 

por integrantes da via PCP e dependentes da ativação de Rho quinases 

(ROCK) (NISHIMURA; HONDA; TAKEICHI, 2012; BUTLER et al., 2019).  

Durante a última etapa da NP ocorre o fechamento do sulco (FIGURA 1 

D e E), pela fusão das pregas na linha média (FIGURA 1 C), e a remodelação 

dos epitélios, originando um TN fechado e coberto pela ectoderme não neural 

(FIGURA 1 F). Esse fechamento é contínuo e ocorre em forma de “zíper”, com 

as quatro etapas da NP acontecendo simultaneamente ao longo do eixo 

rostrocaudal do embrião (YAMAGUCHI; MIURA, 2013). Nesse mecanismo de 

zíper, os pontos de fusão avançam devido a protrusões celulares, mediadas 

por filamentos de actina, que produzem a força mecânica do movimento 

(ZHOU et al., 2020) e aproximam as camadas da ectoderme de superfície (ES) 

ou de neuroepitélio, dependendo do nível axial (NIKOLOPOULOU et al., 2017). 

À 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 construída na interface entre o TN e a ES, 

rica em fibronectina. A interação das células da ES e do neuroepitélio com essa 

MB é mediada principalmente por integrinas e promove uma adesão transitória 

entre os epitélios opostos, antes que a adesão celular seja estabelecida na 

fusão (MOLÈ et al., 2020). Porém, esses mecanismos ainda são pouco 

esclarecidos (ROLO et al., 2018).  

 

FIGURA 1 - NEURULAÇÃO PRIMÁRIA 

 
A: Formação da placa neural. B: Dobramento da placa neural. C: Formação das pregas neurais 
e ponto de dobradiça mediano. D: Formação dos pontos de dobradiça dorsolaterais. E: 
Convergência das pregas neurais. F: Fusão 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 direção ao interior do corpo do 

embrião. Essas células, chamadas de células da crista neural, são exclusivas 

dos vertebrados (BRONNER; SIMÕES-COSTA, 2016). Elas sofrem transição 

de epitélio para mesênquima e adquirem alta capacidade migratória, formando 

diferentes tipos de células e tecidos, como neurônios sensoriais e células gliais 

no sistema nervoso periférico, cartilagens e ossos do crânio, células endócrinas 

e paraendócrinas, melanócitos e tecido conjuntivo (SHYAMALA et al., 2015).  

Após o fechamento, o TN sofre especialização regional, se dilata e dividi-

se para formar três vesículas encefálicas primárias: o prosencéfalo, o 

mesencéfalo e o rombencéfalo, que darão origem a diferentes estruturas do 
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encéfalo (SCHOENWOLF, 1999; BELLAIRS; OSMOND, 2014). O prosencéfalo 

se subdivide em telencéfalo, que formará os hemisférios cerebrais, e 

diencéfalo, que dará origem ao tálamo, hipotálamo e vesículas ópticas. O 

mesencéfalo não se subdivide e formará o aqueduto cerebral. O rombencéfalo 

é dividido em metencéfalo, que dará origem à ponte e ao cerebelo, e 

mielencéfalo, que formará a medula oblongata. A região posterior do TN dará 

origem à medula espinhal (URRY et al., 2021) (FIGURA 2).  

 

FIGURA 2 - DESENVOLVIMENTO DO ENCÉFALO 

 
A-C: Desenvolvimento do encéfalo humano a partir da especialização regional do tubo neural. 
D: Encéfalo de galinha. O processo para a formação das estruturas encefálicas no embrião de 
galinha é bastante semelhante ao humano e dá origem às mesmas regiões. FONTE: Adaptado 
de Urry et al. (2021). 
 

No embrião de galinha o fechamento do sulco neural inicia-se em dois 

locais e estádios: 1) no estádio HH8 (FIGURA 3 A) no nível do futuro 

mesencéfalo e avança cranialmente para formar o prosencéfalo e fechar o 

neuróporo craniano (ou anterior), e caudalmente, formando o rombencéfalo; 2) 

no estádio HH9 (FIGURA 3 B) no nível do rombencéfalo, avançando 
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caudalmente para formar a medula e fechar o neuróporo caudal (ou posterior) 

(VAN STRAATEN et al., 1996; SCHOENWOLF, 2018). Ainda no estádio HH9, 

inicia-se a formação das vesículas encefálicas (FIGURA 3 B) e no estádio 

HH10 já estão estabelecidas as regiões do prosencéfalo, mesencéfalo e 

rombencéfalo (HAMBURGER; HAMILTON, 1951) (FIGURA 3 C). No estádio 

HH 11 o neuróporo anterior se fecha (SCHOENWOLF, 1979), enquanto no 

HH12 as vesículas primárias são subdivididas (FIGURA 3 D). Já no HH13 o 

telencéfalo se destaca pelo aumento de tamanho e o neuróporo caudal se 

fecha (SCHOENWOLF, 1979). Posteriormente, no estádio HH14, as vesículas 

encefálicas se encontram bem definidas e a cabeça do embrião está virada 

para a esquerda (FIGURA 3 E). A partir do estádio HH15 as flexuras craniana, 

cervical e do tronco se acentuam e no HH17 estão bem evidenciadas, bem 

como o broto da cauda e a sua curvatura (FIGURA 3 F). No estádio HH18 

várias estruturas embrionárias estão formadas e se destacam, além das 

vesículas encefálicas, como os olhos, brotos dos membros, vesículas óticas e 

coração, e a rotação do corpo do embrião para a esquerda está evidenciada 

(FIGURA 3 G). 
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FIGURA 3 – ESTÁDIOS EMBRIONÁRIOS DE G. GALLUS E O DESENVOLVIMENTO 

DO TUBO NEURAL 

 
Desenhos esquemáticos dos estádios de Hamburger e Hamilton (HH) (1951) do embrião de 
ave Gallus gallus e eventos importantes na formação do tubo neural. A: HH8 – início do 
fechamento do tubo neural na região do futuro mesencéfalo, progredindo rostralmente para 
formar o prosencéfalo e fechar o neuróporo craniano e caudalmente para formar o 
mesencéfalo. B: HH9 - vesículas encefálicas primárias formadas e fechamento do tubo neural 
na região do rombencéfalo, progredindo anteriormente, para formar o rombencéfalo, e 
posteriormente, para formar toda a extensão do tronco do tubo neural e fechar o neuróporo 
caudal. C: HH10. D: HH12: Neuróporo craniano fechado, sendo que o fechamento ocorre no 
HH11. As vesículas encefálicas secundárias estão formadas. E: HH 14 – as vesículas 
encefálicas secundárias se destacam e o neuróporo posterior está fechado. F: HH17 – o broto 
da cauda e as flexuras no corpo do embrião estão evidenciados. G: HH18 – as divisões das 
vesículas encefálicas estão mais pronunciadas, outras estruturas também se destacam e a 
rotação do corpo do embrião para a esquerda é evidente. BA: Broto da asa. BC: Broto da 
cauda. BP: Broto da perna. CO: Coração. DI: Diencéfalo. FCE: Flexura cervical. FCD: Flexura 
caudal. FCR: Flexura craniana. FT: Flexura do tronco. ML: Mielencéfalo. MS: Mesencéfalo. MT: 
Metencéfalo. NAA: Neuróporo anterior aberto. NAF: Neuróporo anterior fechado. NPF: 
Neuróporo posterior fechado. OL: Olho. OP: Vesícula óptica. OT: Vesícula ótica. PN: Prega 
neural. PS: Prosencéfalo. RB: Rombencéfalo. SS: Somito. TL: Telencéfalo. Linhas tracejadas: 
Flexuras. Seta curva: Rotação. Círculos ligados e seta dupla: Pontos de início e sentidos do 
fechamento do tubo neural. FONTE: Adaptado de Bellairs e Osmond (2014). 
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Entre os mecanismos moleculares envolvidos na neurulação e 

conservados entre vertebrados, está a via Wnt/PCP, responsável pela 

extensão convergente da placa neural (UENO; GREENE, 2003). Além disso, a 

sinalização proveniente da notocorda (Sonic hedgehog - Shh), ectoderme não 

neural (BMPs) e placa neural (Noggin) são cruciais para a formação dos pontos 

de dobra da placa neural (YBOT-GONZALEZ et al., 2007). Morfologicamente, o 

processo de neurulação é particularmente similar entre mamíferos e aves, 

quando comparado ao de outros vertebrados. O espessamento da placa 

neural, primeira etapa da NP, ocorre por alongamento ápico-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 mamíferos, o TN da região caudal desenvolve-se durante a neurulação 

secundária (NS) (HARRINGTON; HONG; BREWSTER, 2009).  

 

Neurulação secundária 

Após o fechamento no neuróporo caudal inicia-se o processo de NS, que 

ocorre na porção posterior do embrião e consiste na formação de um TN 

secundário a partir de células mesenquimais indiferenciadas. Em aves, a NS é 

dividida em três etapas: 1) formação do cordão medular, 2) cavitação e 3) 

coalescência (COLAS; SCHOENWOLF, 2001). Na primeira etapa, as células 

do mesênquima do broto da cauda sofrem transição para epitélio e se 

condensam (FIGURA 4 A) para formar um cordão de células (cordão medular) 

(FIGURA 4 B). Então, as células do cordão medular se dividem em duas 

populações, uma externa de células com polaridade ápico-basal e uma interna 

de células mesenquimais (LOWERY; SIVE, 2004). Assim, se inicia a segunda 

etapa, a cavitação (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 intercalação celular (GONZALEZ-GOBARTT et al., 2021). 

Na porção lombossacral do embrião há uma sobreposição dos processos de 

NP e NS (FIGURA 4 D e E), que em G. gallus corresponde à região na altura 

do 27º par de somitos (SHIMOKITA; TAKAHASHI, 2011). A terceira fase é a 

coalescência, quando há a união dos vários lumens formados durante a NS, 
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para originar um único TN (SCHOENWOLF; DELONGO, 1980). A NS 

secundária em mamíferos é muito semelhante, com exceção da etapa de 

cavitação e ausência da coalescência (LOWERY; SIVE, 2004). Nesse caso, há 

a formação de somente um lúmen, contínuo ao longo de todo o cordão medular 

(SAITSU et al., 2004).  

 

Neurulação juncional 

Existe, ainda, uma região, na interface entre a NP e NS, em que ocorre o 

fenômeno denominado de neurulação juncional (DADY et al., 2014) (FIGURA 4 

E). Esse evento apresenta morfologia e movimentos morfogenéticos distintos 

da NP e NS, porém combinando características desses dois processos. 

Inicialmente, ocorre a formação de uma placa neural com duas populações de 

células, uma lateral, composta por células neuroepiteliais, e uma central, 

formada por células progenitoras (FIGURA 4 E1). Posteriormente, a população 

lateral se eleva, formando as pregas neurais, e a central sofre transição 

epitélio-mesequimal, se dissocia do neuroepitélio e se agrega no mesênquima 

(FIGURA 4 E2). Esse conjunto de células mesenquimais se diferencia, adquire 

características das células laterais e, à medida que as pregas neurais se 

elevam, retornam ao estado epitelial, se unindo às demais células 

neuroepiteliais laterais (FIGURA 4 E3). A união dessas populações celulares 

estabelece o TN juncional, que se fecha com o encontro e fusão das pregas 

neurais (FIGURA 4 E4) (DADY et al., 2014). A ocorrência desse processo já foi 

demonstrada em humanos (KIM; LEE, 2021) e galinhas (DADY et al., 2014).  
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FIGURA 4 - NEURULAÇÃO SECUNDÁRIA E JUNCIONAL NO EMBRIÃO DE AVE GALLUS 

GALLUS 

 
A: Células mesenquimais da região caudal do embrião. B: Condensação das células 
mesenquimais. C: Cavitação do cordão de células. D: Junção dos lumens para formar um único 
tubo neural. E: Neurulação juncional; 1) Duas populações de células são visíveis, uma lateral, 
limitada pela membrana basal (em vermelho), e uma medial, sem membrana basal. 2) A lateral 
irá formar o TN pela elevação e dobramento, como ocorre na neurulação primária. 3) A medial 
se acumula abaixo da superfície e depois se reorganiza em um epitélio contínuo com o TN 
formado dorsalmente. 4) Ao final, há um TN totalmente limitado pela membrana basal. Abaixo 
das figuras 3 e 4, representação esquemática de uma região do TN, mostrando os locais de 
ocorrência dos três tipos de neurulação. NT: Notocorda. TNS: Tubo neural secundário. FONTE: 
A - D: Adaptado de Duband (2010). E: Adaptado de Dady et al. (2014).  

 
Histogênese no tubo neural 
Após a neurulação, o desenvolvimento neural prossegue com o 

espessamento do neuroepitélio pela intensa proliferação dos neuroblastos 

(ZIMMERMANN, 2011). Inicialmente, essas células são organizadas em um 

epitélio pseudoestratificado em toda a extensão 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 proliferação celular no neuroepitélio ocorre no eixo 

ápico-basal, sendo que o núcleo das células sofre migração intercinética, 

variando de posição de acordo com as fases do ciclo celular. Os núcleos das 

células em fase S localizam-se próximos à membrana basal que circunda o TN, 

na zona marginal, enquanto os das células em mitose encontram-se no ápice 

do TN, na zona ventricular (FIGURA 5 A) (SPEAR; ERICKSON, 2012). As 

divisões mitóticas dos progenitores neurais podem ser classificadas em 



22 
 

 

simétricas, formando duas células idênticas, ou assimétricas, gerando duas 

células distintas (HUTTNER; KOSODO, 2005). 

Em estágios iniciais de desenvolvimento, os progenitores neurais estão 

dispostos em uma camada de células proliferativas (FIGURA 5 B), a zona 

ventricular (ZV) (FIGURA 5 C). À medida que o desenvolvimento avança, nos 

níveis axiais que originarão a medula espinhal, duas outras camadas são 

formadas, a zona intermediária (ZI), abaixo da ZV, e a zona marginal (ZM), 

próxima à 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; GÖTZ, 

2000). Já na ZI estão dispostas as células neurais pós-mitóticas (FIGURA 5 D). 

Ainda, em aves e mamíferos, a organização das camadas de células é distinta 

na região formadora do córtex cerebral, apresentando um segundo estrato de 

células proliferativas (progenitores basais), a zona subventricular (ZSV), entre a 

ZV e ZI (FIGURA 5 E) (LECLERC; NÉANT; MOREAU, 2012). 
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FIGURA 5 – HISTOGÊNESE NO TUBO NEURAL 

 
Representação esquemática da secção transversal do tubo neural. A: Neuroepitélio do tubo 
neural e suas células com núcleos em diferentes posições de acordo com a fase do ciclo 
celular. FONTE: Adaptado de Gobartt (2019). B-D: Eventos mitóticos e diferenciação 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 intermediária. 
ZM: Zona marginal. ZSV: Zona subventricular. ZV: Zona ventricular. FONTE: Adaptado de 
Leclerc; Néant; Moreau (2012). 

 

Neurotoxicidade no desenvolvimento embrionário  
O desenvolvimento embrionário é altamente sensível à exposição a 

poluentes ambientais, pois nesse período há uma alta taxa de proliferação, 

diferenciação e migração celular e os sistemas de destoxificação ainda não 

estão completamente desenvolvidos. O sistema nervoso é particularmente 

vulnerável a substâncias tóxicas, sendo que, em humanos, os principais 

períodos críticos do seu desenvolvimento ocorrem no período pré-natal e 
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também na infância (RICE; BARONE JR, 2000; GIORDANO; COSTA, 2012). 

Durante essas janelas de sensibilidade, os xenobióticos podem causar 

alterações morfológicas e funcionais permanentes, mesmo em baixos níveis de 

exposição, 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 mãe e a prole e atua na 

transferência materno-fetal de nutrientes, oxigênio, metabólitos (AL-ENAZY et 

al., 2017) e também xenobióticos 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 níveis capazes de causar 

efeitos sobre o desenvolvimento embrionário e fetal, que irão se refletir na vida 

pós-natal do indivíduo (BOEKELHEIDE et al., 2012).  

A neurotoxicidade no desenvolvimento é considerada um tipo de 

teratogenicidade, na qual os teratógenos têm potencial para induzir, além de 

malformações, alterações neurofuncionais, como prejuízo sensorial e motor, no 

aprendizado e memória e no comportamento social (AOYAMA et al., 2015). 

Diversos modelos podem ser utilizados para avaliação do potencial neurotóxico 

de compostos no desenvolvimento embrionário humano, o grande desafio é a 

caracterização dos efeitos de doses realistas. Modelos in vitro e in silico são 

eficientes na triagem de substâncias, enquanto os modelos in vivo são 

importantes na avaliação dos efeitos sobre o sistema nervoso intacto 

(CROFTON; MUNDY; SHAFER, 2012) e permitem a avaliação de períodos 

críticos no desenvolvimento do SNC (CROFTON; CROFTON, 2012).  

 

Ácido perfluorooctanóico (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 anfifílica e apresenta estabilidade térmica e 

química, por isso tem sido muito utilizada em diversos artigos de aplicação 

industrial e de consumo, como espumas contra incêndio, inseticidas, produtos 

para tratamento de superfícies 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 está presente na estrutura de componentes eletrônicos, como 
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retardante de chamas e uma proteção contra oxidação (GARG et al., 2020). O 

PFOA é muito conhecido por ser empregado na produção do Teflon® 

(revestimento de utensílios de cozinha) e do Gore-Tex® (membrana 

impermeabilizante usada em tecidos e calçados) (STEENLAND; FLETCHER, 

SAVITZ, 2010). A liberação desse composto no ambiente ocorre pela 

produção, 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 marítimas e atmosféricas, que o distribuem 

globalmente, contaminando o solo, a água e a biota (AHRENS, 2011; KRAFFT; 

RIESS, 2015). Além disso, é resistente a foto-oxidação, biodegradação e 

hidrólise, devido a força das ligações entre os átomos de carbono e flúor 

(SZNAJDER-KATARZYŃSKA et al., 2019). Dessa forma, é considerado 

organopersistente e apresenta capacidade de bioacumulação e 

biomagnificação, sendo potencialmente tóxico aos humanos e animais 

(VIERKE et al., 2012). 

As principais vias de exposição humana ao PFOA são pela ingestão de 

água e alimentos contaminados (vegetais, laticínios, carnes, peixes e frutos do 

mar), bem como pela inalação de poeira de ambientes internos (doméstico e 

profissional) (JIAN et al., 2017; KIM; LEE; OH, 2019). A exposição durante o 

desenvolvimento ocorre via transferência placentária in utero e pelo leite 

materno (BLAKE; FENTON, 2020). A taxa de transferência por essa via é de 

aproximadamente 60% (ROVIRA et al., 2019), sendo que a concentração 

média de PFOA no cordão 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 tóxico ao desenvolvimento embrionário. 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 tóxico do PFOA ainda não foram 

completamente elucidados, porém o mais estudado é a ativação do receptor 

nuclear de proliferação de peroxissomo alfa (PPARα) (LI et al., 2017). Esse 

receptor tem função na regulação do metabolismo de lipídeos (POULSEN; 

SIERSBÆK; MANDRUP, 2012) e participa da formação da memória (BURRIS, 

2016).  
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A exposição pré-natal ao PFOA causa atraso no desenvolvimento, 

aumento da mortalidade, redução do peso ao nascer (WOLF et al., 2007) e 

alterações no comportamento motor em camundongos (GOULDING et al., 

2016). Em humanos já foi relatada associação entre níveis de exposição pré-

natal ao PFOA e ocorrência de malformações no sistema nervoso como 

defeitos do TN e hidrocefalia (STEIN et al., 2014), crescimento fetal reduzido 

(CALLAN et al., 2016), abortos espontâneos, nascimento prematuro, baixo 

peso ao nascer e natimortos (WU et al., 2012). Também foi observada 

associação entre a exposição intrauterina e maior risco de ocorrência de 

transtornos do espectro do autismo (TEA) (LONG et al., 2019; OH et al., 2021) 

e os níveis séricos de PFOA com transtorno de déficit de atenção e 

hiperatividade em crianças (GUMP et al., 2011). Ainda, esse composto altera a 

homeostase de hormônios tireoidianos em gestantes (AIMUZI et al., 2020), os 

quais são essenciais para o neurodesenvolvimento fetal normal (JANSEN et 

al., 2019). Em embriões de G. gallus expostos ao PFOA in ovo foram 

observadas alterações neurocomportamentais (PINKAS et al., 2010), 

cardiotoxicidade (JIANG et al., 2012; LV et al., 2019) e ocorrência de 

malformações como defeitos do TN, alterações encefálicas e falha no 

fechamento da parede do corpo (KMECICK et al., 2019). 

 

Cádmio (Cd) 
O Cd é um metal pesado que está presente no solo, em sedimentos, no 

ar e na água (HUANG et al., 2017). É altamente tóxico, sendo classificado em 

7º lugar no ranque de prioridade da lista de substâncias perigosas da Agência 

Americana para Substâncias Tóxicas e Registro de Doenças (ATSDR, 2019). 

Apresenta capacidade de bioacumulação e biomagnificação, sendo assimilado 

em altas concentrações por organismos no topo da cadeia trófica, como os 

humanos, o que resulta em riscos à saúde (ABDEL-BAKI; DKHIL; AL-

QURAISHY, 2011). Esse metal é disseminado no ambiente a partir de 

processos naturais como atividade vulcânica e erosão de solos e rochas, e 

antrópicas devido à utilização do Cd em processos industriais. O Cd é 

empregado na produção de baterias, pigmentos, tintas, soldas e fertilizantes 

fosfatados (WHO, 2019). Além disso, a queima de combustíveis fósseis, a 

incineração de resíduos urbanos e o despejo de esgoto aumentam ainda mais 
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a sua dispersão no ambiente (MOISEENKO; GASHKINA, 2018), bem como 

sua presença no lixo eletroeletrônico que, muitas vezes, é reciclado de maneira 

inadequada (LI et al., 2011).  

O Cd não apresenta funções fisiológicas conhecidas, porém sabe-se que 

é capaz de interferir em vias de sinalização, devido a sua similaridade físico-

química com íons cálcio (CHOONG; LIU; TEMPLETOM, 2014), e alterar 

processos celulares de proliferação, diferenciação, progressão do ciclo celular, 

apoptose, replicação 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 oxigênio, alterando o 

equilíbrio redox (ĐUKIĆ-ĆOSIĆ et al., 2020). É um metal carcinogênico 

(WANG; YANG, 2019; ZIMTA et al., 2019; CUI et al., 2021), sendo que a 

exposição humana crônica a ele está associada com maior risco de ocorrência 

de vários tipos de câncer (PENG et al., 2015; LENER et al., 2021; PARK et al., 

2021) e de doenças cardiovasculares (CHOWDHURY et al., 2018; DOMINGO-

RELLOSO et al., 2019). 

Estudos revelam a capacidade do Cd de transpor a barreira placentária 

humana pela presença do metal em sangue de cordão umbilical, em 

concentrações que variam de 0,02 a 0,78 ng/ml, dependendo da população 

(TANG et al., 2016; CABRERA-RODRÍGUEZ 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 exposição ao Cd durante o desenvolvimento é causa de malformações 

em peixes (ZHU et al., 2014), anfíbios (WU et al., 2017), mamíferos 

(SALVATORI et al., 2004) e aves (THOMPSON; BANNIGAN, 2007; VEERIAH 

et al., 2015). Em embriões de zebrafish, a exposição a esse metal reduz a taxa 

de sobrevivência, batimentos cardíacos, induz morte celular por apoptose e a 

produção de espécies reativas de oxigênio (PARK et al., 2020). Em 

camundongos, a exposição in utero promove defeito no TN e afeta o 

crescimento fetal, com redução do peso e comprimento corporal (ZHANG et al., 

2016), altera a morfologia de neurônios corticais e induz apoptose nessas 

células (LÓPEZ et al., 2003). Em humanos, há associação entre maiores níveis 

de Cd no cordão umbilical com crescimento fetal reduzido (GUO et al., 2017) e, 
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em fetos, pode induzir a morte de neurônios motores da medula espinhal 

(SARCHIELLI et al., 2012). Além disso, sua presença no líquido amniótico já foi 

associada a transtornos do espectro do autismo (LONG et al., 2019). Em 

embriões 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 alterações hepáticas, principalmente no 

sistema mitocondrial, lisossomal e do retículo endoplasmático (DZUGAN et al., 

2018). Também foram observadas malformações no coração, notocorda, 

vesículas ópticas e auditivas (YAMAMOTO et al., 2012), região encefálica 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 deposição de Cd na região do TN, podendo-se relacionar 

diretamente a sua presença com a ocorrência de defeitos no TN (KMECICK, 

2017). Os mecanismos da neurotoxicidade do Cd ainda não foram 

completamente esclarecidos, porém sugere-se que as alterações neuronais 

sejam mediadas pela indução da produção de espécies reativas de oxigênio 

(CHEN et al., 2011), interferência na diferenciação neuronal (GULISANO et al., 

2009) e alterações neuroquímicas (LAFUENTE et al., 2003). 

 

Misturas de poluentes 
Considerando uma exposição real no ambiente, o estudo do efeito de 

poluentes de forma isolada é pouco representativo, uma vez que os 

organismos vivos estão expostos a uma mistura complexa de contaminantes 

(HEYS et al., 2016). As substâncias em mistura podem interagir e gerar efeitos 

aditivos, sinérgicos ou antagônicos (WILSON et al., 2016). Essa interação pode 

interferir no potencial tóxico do poluente, se comparado com a exposição 

isolada (SOFTELAND et al., 2014). Assim, a avaliação dos efeitos de poluentes 

isolados pode levar a má interpretação do risco de exposição a determinados 

compostos (WILSON et al., 2016). Porém, devido a dificuldades conceituais, 

experimentais e de interpretação dos resultados, o estudo dos efeitos de 

misturas de poluentes em organismos vivos ainda é pouco explorado 

(KORTENKAMP, 2007).  
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Durante o período pré-natal, exposição a misturas complexas de 

poluentes é ainda mais alarmante, devido à sensibilidade do embrião/feto. 

Diversas classes de contaminantes são capazes de atravessar a barreira 

placentária, como bifenilas policloradas, polibromados, pesticidas 

organoclorados, compostos perfluorados e metais pesados (FISHER et al., 

2016; DUFOUR et al., 2018; LI et al., 2019). Já foi demonstrada a presença 

simultânea do PFOA e Cd em sangue de cordão umbilical, revelando que 

indivíduos em desenvolvimento sofrem uma exposição concomitante a esses 

poluentes (NEEDHAM et al., 2011). Em embriões de G. gallus expostos in ovo 

à mistura de PFOA e Cd foram observados os mesmos tipos de malformações 

que na exposição isolada aos dois contaminantes, sem diferenças significativas 

também na ocorrência de alterações morfológicas gerais ou categorias de 

malformações específicas (KMECICK, 2017). 
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Justificativa 
O desenvolvimento embrionário é altamente sensível à interferência de 

agentes externos, como poluentes ambientais. Uma vez que o PFOA e o Cd 

são poluentes presentes no ambiente, persistentes, bioacumuláveis e capazes 

de transpor a barreira placentária, a análise do potencial tóxico desses 

compostos sobre o desenvolvimento é de extrema relevância. Apesar de 

evidências da embriotoxicidade desses poluentes, os seus efeitos sobre o 

desenvolvimento ainda não foram completamente esclarecidos. Estudos 

revelam alterações morfológicas, funcionais e cognitivas como consequência 

da exposição pré-natal a esses contaminantes, porém os mecanismos 

celulares e moleculares envolvidos ainda não foram elucidados e os efeitos 

causados por uma exposição conjunta foram pouco explorados. Ainda, o 

embrião de ave é um excelente modelo para o estudo da embriotoxicologia, 

pois apresenta semelhanças morfológicas com o de outros vertebrados, 

incluindo humanos, em estágios iniciais de desenvolvimento, permitindo um 

grau de extrapolação. Além disso, é de fácil acessibilidade experimental e 

permite uma análise direta dos efeitos dos contaminantes sobre o embrião. Por 

outro lado, existem particularidades em relação a esse modelo que tornam o 

seu processamento para determinadas análises mais desafiador, como a 

histológica, pois não existem na literatura protocolos adaptados as suas 

especificidades.  



31 
 

 

 

Objetivos 
 

Objetivo geral 
Avaliar os efeitos do ácido perfluorooctanóico (PFOA) e cádmio (Cd), de 

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

 

Objetivos específicos 

Capítulo I 

 Avaliar o uso de diferentes métodos para processamento histológico de 

embriões de galinha em estágio inicial de desenvolvimento. 

Capítulo II 

 Avaliar a mortalidade, a morfologia embrionária geral e do tubo neural, após 

2 a 6 e 8 dias de exposição ao PFOA e Cd, isoladamente e em mistura; 

 Caracterizar as alterações teciduais nos embriões, frente à exposição ao 

PFOA e Cd, isoladamente e em mistura; 

 Elaborar um índice para avaliação histopatológica de embriões de galinha 

em estágios iniciais de desenvolvimento;  

 Avaliar a interferência do PFOA e Cd em vias importantes ao 

desenvolvimento embrionário; 

 Verificar a presença de malformações em indivíduos eclodidos e não 

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

Avaliação de diferentes resinas de processamento histológico em embriões de 

ave (Gallus gallus) em estágios iniciais 
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RESUMO 
A avaliação histológica é 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 
eficiência de diferentes abordagens para histologia de tecidos embrionários. 
Esses tecidos são frágeis, reduzidos em tamanho e difíceis de posicionar no 
meio de emblocagem para uma correta orientação de corte desejada. Apesar 
dessas dificuldades, o embrião de galinha é um modelo importante na 
embriotoxicologia, pois apresenta semelhanças ao desenvolvimento humano 
permitindo a extrapolação de resultados. Dessa forma, a aplicação da 
histopatologia em estudos de embriotoxicidade em embriões de galinha é 
altamente relevante. Nesse capítulo são exploradas três resinas de 
emblocagem e os procedimentos que ofereceram os melhores resultados em 
vários quesitos, para embriões de ave em estágios iniciais de desenvolvimento. 
Ovos de Gallus gallus fertilizados foram incubados por 72 horas e, então, os 
embriões 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 relação à precisão de 
orientação, visualização dos embriões nos blocos, microtomia, qualidade da 
preservação tecidual, contraste na coloração, tempo médio do processamento 
e custo. O paraplast e o PEG não permitiram correta orientação dos embriões 
devido à rápida polimerização e opacidade das resinas após o endurecimento. 
Além disso, a preservação das estruturas não foi satisfatória, apresentando 
retração e ruptura do tecido. Já a historesina possibilitou a orientação precisa 
dos embriões, pois é translúcida e com polimerização lenta e apresentou 
excelente preservação das estruturas. Nesse trabalho, priorizamos a 
orientação e a preservação 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 análise do desempenho de resinas 
de incorporação contribui com futuros estudos histológicos de embriões, 
aprimorando o processamento de amostras embrionárias, bem como de 
pequenas espécies e órgãos, e garantindo análises mais eficientes.  
Palavras-chave: embrião de galinha; historesina; paraplast, polietilenoglicol.  
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1. Introdução 

A histopatologia é crucial em estudos de toxicologia e avaliação de risco 

(BARROS et al., 2017; SANTANA et al., 2018; SANTOS et al., 2018), incluindo 

a avaliação de toxicidade no desenvolvimento, pois os efeitos de teratógenos 

nos embriões podem ser sutis e não observáveis nas análises por montagem 

total (KURTH et al., 2012). Além disso, uma avaliação a nível tecidual e celular 

pode detectar precocemente um efeito teratogênico, sendo, assim, uma 

metodologia relevante na caracterização detalhada da teratogenicidade de 

compostos. Ainda, uma análise histológica aprofundada pode fornecer 

respostas sobre possíveis alvos dos compostos tóxicos nos embriões (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 importância, a manutenção da morfologia é essencial na 

técnica histopatológica e é atingida utilizando-se protocolos adequados ao tipo 

de amostra analisada. Porém, poucos estudos discutem a aplicação da 

avaliação histológica na toxicidade do desenvolvimento, bem como adaptações 

nas metodologias em favor das particularidades das amostras de embriões. 

O embrião de ave Gallus gallus (G. gallus) é 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 à sua similaridade morfológica e molecular com outros 

vertebrados, principalmente durante o período filotípico (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 substâncias no 

desenvolvimento embrionário. Além disso, apresenta desenvolvimento rápido, 

é de fácil manipulação experimental e oferece bom custo-benefício (KIECKER, 

2016). Apesar dessas vantagens, a manipulação de embriões é laboriosa 

devido à sua fragilidade e tamanho reduzido, principalmente nos estágios 

iniciais de desenvolvimento (até 4 dias de incubação para o embrião de 

galinha). Essas características dificultam a obtenção de secções histológicas 

com excelente preservação tecidual e orientação adequada.  

Durante o processamento histológico, diferentes matrizes de incorporação 

podem ser empregadas para impregnar o tecido, para fornecer suporte e 
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permitir a obtenção de secções bastante delgadas (WOLFE, 2019). A literatura 

relata o uso de diferentes meios de inclusão e emblocagem para histologia de 

tecidos animais adultos e de plantas, como resinas à base de parafina. Porém, 

os tecidos embrionários demandam uma manipulação mais delicada e os 

processamentos usuais não são eficientes em proporcionar uma boa 

preservação da estrutura e detalhes celulares (GONZÁLEZ SANTANDER et 

al., 1997). O polietilenoglicol (PEG) e resinas à base de glicol metacrilato 

(GMA) são potenciais alternativas para histologia de embriões devido às suas 

propriedades e protocolos de processamento. No entanto, não foram 

encontrados relatos na literatura sobre o uso do PEG no processamento de 

embriões em estágios iniciais e a aplicação de resinas à base de GMA é pouco 

explorada nesta área.  

A parafina é o meio de inclusão mais comum para histologia. Suas 

formulações comercialmente disponíveis são compostas por misturas de 

alcanos de cadeia longa e polímeros plásticos, que fundem a 56-58°C 

(BASKIN, 2014). O Paraplast é uma resina comercial à base de parafina, que 

apresenta boa infiltração, fornece secções de qualidade (GEMUSSE et al., 

2021; RUBIO-VARGAS et al., 2021) e é compatível com a maioria das 

colorações e protocolos de imunohistoquímica (WOLFE, 2019). Sua formulação 

é conhecida como Paraplast Plus quando contém dimetil sulfóxido (DMSO), 

que acelera a infiltração e favorece a microtomia, permitindo a obtenção de 

cortes de até 2-4μm (SHARIFF; KALER, 2016). Porém, devido à sua 

insolubilidade em água, o processamento requer solventes de transição, como 

o xilol, antes da infiltração nos tecidos (MCMILLAN; HARRIS, 2018). Esta etapa 

intermediária pode prejudicar o resultado final, endurecer e retrair o tecido 

(CHEN et al., 2010), especialmente de amostras delicadas como embriões de 

G. gallus em estágios iniciais. 

Os polietilenoglicóis são polímeros de óxido de etileno, produzidos por 

catálise 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 incorporação miscível em água e etanol, que é aplicável em histologia, 

imunohistoquímica e imunofluorescência (SMITHSON; MACVICAR; HATTON, 

1983). Possui baixo custo de produção (HENNING, 2002) e é comumente 

utilizado em histologia vegetal (BARBOSA et al., 2010 ou histoquímica 
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(FERREIRA et al., 2014). Alguns estudos discutem as suas várias aplicações 

no estudo de tecidos animais, como histologia (MILES; LINDER, 1952; 

SIDMAN; MOTTLA; FEDER, 1961) imunohistoquímica (MOWERY et al., 1989; 

KLOSEN; MAESSEN; AGUILAR, 1993), histoquímica enzimática e 

histofluorescência (SMITHSON; MACVICAR; HATTON, 1983). No entanto, não 

existem estudos recentes que o empreguem como meio de incorporação único 

no processamento de tecidos animais. Talvez sua baixa aceitação ocorra por 

problemas durante a microtomia em ambientes com alta umidade e a 

montagem das lâminas (SMITHSON; MACVICAR; HATTON, 1983), devido às 

propriedades higroscópicas do PEG (KIERNAN, 2015). Além disso, não há 

trabalhos sobre suas aplicações para histologia de embriões em estágios 

iniciais, ou imunomarcação, embora seu uso pareça promissor devido ao 

processamento mais suave quando comparado com resinas à base de 

parafina. Entre as vantagens em relação ao paraplast, estão a solubilidade em 

água, excluindo  necessidade de desidratação para sua infiltração no tecido, 

além de menor temperatura de fusão.  

As resinas à base de GMA, como a historesina, são meios de 

incorporação hidrofílicos que proporcionam boa preservação morfológica, pois 

seus protocolos não requerem agentes clareadores e altas temperaturas de 

infiltração (WOODRUFF; GREENFIELD, 1979). Diversas formulações foram 

descritas e diferentes kits comerciais estão disponíveis, nos quais a proporção 

do monômero e outros componentes podem variar (STIRLING; WOODS, 

2019). O GMA não reage com grupos químicos no tecido, que são importantes 

para os métodos de coloração. Assim, eles são compatíveis com muitos 

protocolos histológicos e histoquímicos usados para secções de parafina, com 

algumas modificações (YEUNG; CHAN, 2015). 

A adesão das secções histológicas às lâminas é fundamental para evitar 

a perda dos cortes durante protocolos de coloração ou imunohistoquímica e 

dependem da resina utilizada e das análises que serão feitas. Em alguns 

casos, lâminas limpas e secas são suficientes, como para secções em resina 

de GMA, que aderem às lâminas pelo calor e evaporação da água em uma 

placa aquecida (LEITÃO, 2018). Todavia, secções em paraplast e PEG 

requerem revestimentos adesivos nas lâminas, como albumina, gelatina, poli-L-

lisina ou organosilano (3-aminopropiltrietoxi-silano) (CULL, 2019). A albumina é 
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comumente utilizada no processo de microtomia de blocos de paraplast, 

fazendo a adesão dos cortes pelo aquecimento das lâminas à 55-60°C após a 

disposição das secções. Esse processo leva à coagulação da camada de 

albumina, que se torna insolúvel em água e previne que os cortes se soltem da 

lâmina (KIERNAN, 1999). Já o processo de gelatinização, com solução 

contendo sulfato de cromo e potássio, confere carga positiva às lâminas, 

fazendo com que elas atraiam tecidos carregados negativamente (CERRI et al., 

2014). 

Os métodos de coloração histológica são empregados para realçar 

características dos tecidos e promover contraste entre as estruturas 

(ALTURKISTANI; TASHKANDI; MOHAMMEDSALEH, 2015). As hematoxilinas 

coram a cromatina nuclear e outros componentes celulares ácidos (FELDMAN; 

WOLFE, 2014). Dentre elas, a hematoxilina de Harris combinada com a eosina 

é a mais utilizada (LI et al., 2018) para demonstrar a estrutura histológica geral 

dos tecidos. O cátion mordente nesse caso é o alumínio, que atua como 

mediador da ligação entre o corante e o tecido, conferindo ao núcleo uma 

coloração avermelhada, que muda para azulada quando exposta a uma 

solução fracamente alcalina, frequentemente água 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 disponíveis, a Y é a mais utilizada, 

sendo solúvel em etanol e água (BANCROFT; LAYTON, 2019), o que a torna 

apropriada no processamento com resinas de GMA. Além disso, a floxina é 

muito usada para gerar uma coloração citoplasmática mais escura (FELDMAN; 

WOLFE, 2014). 

Até o momento, há pouca informação na literatura sobre o método ideal 

para obter orientação precisa do tecido e preservação morfológica ideal de 

secções de embriões. Na busca pelo processamento ideal, foram testadas três 

resinas de incorporação diferentes (paraplast, PEG e historesina) a fim de 

encontrar o melhor protocolo para histologia de estágios iniciais de embriões de 

galinha. Esses resultados contribuem com o aperfeiçoamento das 

metodologias de inclusão e emblocagem, que se aplicam em muitas áreas que 

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

2.1. Animais 
Ovos de Gallus gallus fertilizados e não incubados foram fornecidos por 

um incubatório, em Curitiba. Foram utilizados aproximadamente 50 ovos, de 

pelo menos três lotes diferentes. Todos os procedimentos foram aprovados 

pelo Comitê de Ética em Uso de Animais do Setor de Ciências Biológicas da 

Universidade Federal do Paraná (CEUA / BIO - UFPR, certificado nº 1098; 

http://www.bio.ufpr.br/portal/ceua/) (ANEXO 1). 

 

2.2. Incubação 
Os ovos com a casca íntegra foram higienizados com etanol 70% e 

posicionados aleatoriamente em uma incubadora BOD (Demanda Bioquímica 

de Oxigênio, modelo SL-224, SOLAB Cientifica) com a câmara de ar voltada 

para cima. A temperatura durante o período de incubação (72 horas) foi 

mantida em 38°C (± 0,5), com umidade de 60% e ventilação constante 

(BELLAIRS; OSMOND, 2014). 

 

2.3. Coleta dos embriões 
Após 72 horas de incubação, 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 posição horizontal na incubadora, para 

que o embrião se posicionasse na lateral do ovo voltada para cima, 

possibilitando a sua visualização pela janela. Esse posicionamento é possível 

devido à ligação existente entre a membrana vitelínica e a chalaza, que permite 

que o vitelo gire, mantendo o embrião sempre no topo (RAHMAN et al., 2007). 

Após 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 cm2 (FIGURA 1 C) e a viabilidade do 

embrião foi observada (FIGURA 2). Os embriões foram considerados vivos se 

exibissem coloração rósea brilhante, batimentos cardíacos e vasos sanguíneos 

extraembrionários íntegros (FIGURA 2 A). Os embriões mortos apresentavam 

membrana vitelínica esbranquiçada e opaca, ausência de batimentos cardíacos 
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e vasos sanguíneos extraembrionários não intactos (FIGURA 2 B), ou disco 

embrionário mais desenvolvido do que na postura mas, menos desenvolvido 

que o esperado pelo tempo de incubação, o que significa que o 

desenvolvimento foi retomado com a incubação, mas foi encerrado antes da 

coleta do embrião (FIGURA 2 C). Além disso, alguns embriões foram 

classificados como não tendo o desenvolvimento retomado com a incubação 

(FIGURA 2 D). Os embriões mortos foram descartados. 

FIGURA 1 - COLETA DOS EMBRIÕES 

 
A: Remoção de albumina. B: Abertura da janela. C: Visualização do embrião. FONTE: A autora 
(2017). 
 

FIGURA 2 - VIABILIDADE EMBRIONÁRIA APÓS 72 H  

 
A: Embrião vivo (72 horas), B e C: Embriões mortos. D: Embrião classificado como não tendo o 
desenvolvimento retomado com a incubação. Ponta de seta: Vasos sanguíneos 
extraembrionários íntegros. Seta fina: Embrião vivo. Área circulada: Embrião morto. Astericos 
(*): Vasos sanguíneos rompidos. Área tracejada: Blastoderme. FONTE: A autora (2017). 

 

Os embriões vivos foram coletados, transferidos para uma placa de Petri 

com solução salina tamponada com fosfato (PBS), onde o excesso de suas 

membranas extraembrionárias foi removido. Em seguida, os embriões foram 

fixados em paraformaldeído 2% (em PBS) por 72 horas, em placa de 24 poços, 

para posterior processamento histológico. 

 

2.4. Orientação dos embriões 
Para a correta orientação do embrião, os espécimes foram incluídos como 

embrião inteiro ou fragmento (região cefálico-cervical e tronco-caudal) 

(FIGURA 3). Essa estratégia foi adotada devido às dificuldades no momento da 
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orientação do material em paraplast e PEG, pois a cabeça é mais pesada e 

tende a afundar e, assim, elevar o tronco, gerando um ângulo indesejado. Além 

disso, essa separação é interessante para estudos de regiões específicas. 

Para a obtenção dos fragmentos, os embriões foram separados nessas regiões 

com navalha, sob estereomicroscópio (SQF-F, Tecnival®). Essa divisão foi 

realizada somente para os processamentos em paraplast e PEG. 

FIGURA 3 - DIVISÃO DO EMBRIÃO EM PORÇÃO CEFÁLICO-CERVICAL E TRONCO-
CAUDAL 

 
FONTE: A autora (2020). 

 

2.5. Processamento em paraplast 
Os embriões 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 estão detalhados no QUADRO 1. Em seguida, foram orientados 

e emblocados para a obtenção de cortes transversais. A emblocagem foi 

realizada em moldes metálicos com cassetes. Cada bloco continha um embrião 

inteiro ou um fragmento de embrião. 
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QUADRO 1 - ETAPAS DO PROCESSAMENTO EM PARAPLAST 

Solução 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% I 10 ou 15 min 
Etanol 100% II 10 ou 15 min 
Xilol I 10 ou 15 min 
Xilol II 3 ou 5 min 
Paraplast I 15, 30, 45 ou 60 min 
Paraplast II 15, 30, 45 ou 60 min 
Paraplast III 15, 30, 45 ou 60 min 

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

Cortes de 5 μm foram obtidos em micrótomo semiautomático (RM 2145 - 

Leica Biosystems), utilizando lâminas histológicas descartáveis de aço, e 

colocados em lâminas de vidro cobertas com albumina de Mayer (QUADRO 2) 

e água. Após a distensão dos cortes em placa aquecida, as lâminas foram 

secas durante a noite à temperatura ambiente. Então, as secções foram 

desparafinizadas em xilol, hidratadas em série decrescente de etanol e água 

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 lamínula. Todas as etapas realizadas no 

processamento e coloração estão detalhadas nos QUADROS 1 e 3.  

 

QUADRO 2 - PREPARO DA SOLUÇÃO DE ALBUMINA 

Tipo Preparo 
Albumina concentrada (estoque) Clara de ovo e glicerina (1:1) 
Albumina de Mayer (uso) Albumina concentrada e água destilada (1:5) 

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

Solução Tempo 
Xilol 6 min 
Etanol 100%  6 min 
Etanol 95%  6 min 
Etanol 90%  3 min 
Etanol 80%  3 min 
Etanol 70%  3 min 
Água destilada Imersão, duas vezes 
Hematoxilina 30 s, 1 min ou 2 min* 
Água corrente 10 min 
Água destilada Imersão, duas vezes 
Eosina-floxina 30 s, 1 min ou 2 min* 
Água destilada Imersão, duas vezes 
Etanol 95%  1 min 
Etanol 100% I 3 min 
Etanol 100% II 3 min 
Etanol 100%: Xilol (1:1) 3 min 
Xilol I ou Acetato de amila# 3 min 
Xilol II 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 
Iunes, Branco e Amaral (2013). 

 

Devido à dificuldade em obter orientação precisa para a microtomia dos 

embriões emblocados em paraplast, optou-se por realizar uma pré-

emblocagem. Nessa etapa os embriões foram imobilizados em uma solução de 

ágar-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 modificações. Soluções 

estoque de ágar (4%) e gelatina (5%) em PBS foram preparadas para obter 

uma solução final de ágar-gelatina, que variou entre 2 ou 4% e 2,5 ou 5%, 

respectivamente. Após testes, as concentrações finais escolhidas foram: ágar a 

2% e gelatina a 5%. 

Os embriões fixados foram lavados em PBS (duas vezes, por 5 minutos 

cada) e, em seguida, transferidos para uma gota de ágar-gelatina em uma 

placa de Petri (FIGURA 4 A) (MCCLELLAND; BOWLES, 2015) ou em um 

molde de polietileno preenchido com 600 μl da solução (FIGURA 4 B), e 

orientados para a obtenção de cortes transversais, iniciando na porção mais 
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anterior. Após a polimerização, os blocos foram retirados dos moldes (FIGURA 

4 C), trimados (o excesso de ágar-gelatina foi retirado) e a porção anterior do 

bloco corada com eosina aquosa 1% (30 segundos), para indicar a orientação 

do embrião. Em seguida, os blocos foram colocados em cassetes histológicos 

identificados e armazenados em solução de etanol 70% ou NaCl 0,9%, por, 

pelo menos, 24 horas. O processamento em paraplast foi realizado conforme 

descrito anteriormente nesta seção, exceto a etapa com xilol que foi substituído 

por acetato de amila no processamento de metade dos blocos. 

FIGURA 4 - PRÉ-EMBLOCAGEM EM SOLUÇÃO DE ÁGAR-GELATINA 

 
A: Fragmentos de embriões em uma gota de solução em uma placa de Petri. B: Regiões 
cefálica e cervical de um embrião em um molde de polietileno preenchido com a solução. C: 
Bloco de ágar-gelatina após polimerização. Seta fina: Região tronco-caudal. Ponta de seta: 
Região cefálica e cervical. Seta grossa: Embrião inteiro. FONTE: A autora (2020). 
 

 

2.6. Processamento em polietilenoglicol 
Dois métodos foram testados, com desidratação (método 1) (M1) e sem 

(método 2) (M2), conforme descrito por Wolosewick (1986). Primeiro, os 

embriões fixados foram lavados em PBS (15 minutos) e depois processados 

com o M1 ou M2. No M1, os embriões foram desidratados em etanol (25-100%, 

10 minutos cada) e infiltrados em duas soluções de PEG e etanol 100%, nas 

proporções 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 soluções foram preparadas em água destilada nas 

concentrações (v / v) 25, 50 e 70% de PEG. Os embriões foram infiltrados 

nessas soluções 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 poços. Em todas as 
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etapas com soluções contendo PEG, as amostras foram mantidas a 55°C. 

Após a infiltração com PEG, os embriões foram incluídos em moldes de papel. 

Sobre placa aquecida, o molde identificado foi preenchido com PEG e o 

embrião foi devidamente orientado para a obtenção de cortes transversais. 

Dessa forma, foi possível aumentar o tempo de polimerização, principalmente 

em dias frios, o que permitiu mais tempo para a manipulação do embrião na 

resina de emblocagem. Cada bloco continha um embrião inteiro ou um 

fragmento de embrião. Os blocos foram mantidos em recipiente com sílica, à 

temperatura ambiente ou a 4°C, para polimerização overnight. Posteriormente, 

os blocos foram retirados dos moldes e armazenados em recipiente com sílica, 

para evitar umidificação e amolecimento. Na sequência, antes do corte, foram 

trimados e fixados em suporte de madeira com PEG previamente derretido. 

Usando navalhas descartáveis, secções transversais de 5 μm foram 

obtidas em micrótomo semiautomático (Leica RM 2145). As secções foram 

colocadas em lâminas revestidas com albumina de Mayer ou gelatina a 0,1% 

ou 1%, com ou sem solução de Triton  X-100 (0,1% em PBS). A solução de 

Triton 0,1% foi utilizada para melhorar a distensão dos cortes (SMITHSON; 

MACVICAR; HATTON, 1983). Após a distensão dos cortes em placa aquecida, 

as lâminas foram secas overnight, à temperatura ambiente. Em seguida, os 

cortes histológicos foram hidratados em etanol 70% e água destilada e corados 

com hematoxilina de Harris (30 segundos) e eosina-floxina (30 segundos) 

(QUADRO 6). Após a secagem, as secções foram cobertas com Permount  e 

lamínula. Todos os procedimentos estão detalhados nos QUADROS 4, 5 e 6.  
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QUADRO 4 – ETAPAS DO PROCESSAMENTO COM PEG - MÉTODO 1 

Solução Tempo 
PBS 15 min 
Etanol 25%  10 min 
Etanol 50% 10 min 
Etanol 70% 10 min 
Etanol 95% I 10 min 
Etanol 95% II 10 min 
Etanol 100% I 10 min 
Etanol 100% : PEG (1:1) 30 ou 60 min 
Etanol 100% : PEG (1:2) 30 ou 60 min 
PEG 100% I 30 ou 60 min 
PEG 100% II 30 ou 60 min 

FONTE: Modificado de Wolosewick (1986). 
 

QUADRO 5 – ETAPAS DO PROCESSAMENTO COM PEG – MÉTODO 2 

Solução Tempo 
PBS 15 min 
PEG 25% 15 ou 30 min 
PEG 50% 15 ou 30 min 
PEG 70% 15 ou 30 min 
PEG 100% I 15 ou 30 min 
PEG 100% II 15 ou 30 min 

FONTE: Modificado de Wolosewick (1986). 

 

QUADRO 6 - COLORAÇÃO DE H&E PARA SECÇÕES EM PEG 

Solução  Tempo 
Etanol 70%  3 min 
Água destilada  Imersão, uma vez 
Hematoxilina 15 s, 30 s ou 45 s 
Água corrente 10 min 
Água destilada Imersão, uma vez 
Eosina-Floxina 15 s, 30 s ou 45 s 
Água destilada Imersão, uma vez 

FONTE: A autora (2020). 
 

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

modificações. A solução 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 poços, os embriões foram lavados em PBS e desidratados em série 

crescente de etanol (QUADRO 7). Em seguida, foram imersos em solução de 

pré-infiltração (etanol 100% e solução de uso, 1:1) e, depois, em solução de 

infiltração (solução de uso), ambas à temperatura ambiente. Em seguida, cada 

embrião foi colocado em 600 μl de solução de emblocagem (solução de uso e 

composto endurecedor, 15:1), em moldes de polietileno, e orientado para a 

obtenção de cortes transversais (FIGURA 5 A). Para manter o embrião na 

posição desejada, uma placa fria e uma aquecida foram utilizadas para 

controlar o tempo inicial de polimerização, e uma pinça ou um palito de madeira 

para segurar o embrião em posição. Cada bloco foi identificado e colocado em 

dessecador a vácuo com sílica por 48 horas, para completa polimerização 

(FIGURA 5 B). Na sequência, os blocos foram retirados dos moldes e 

armazenados em recipiente com sílica, para evitar umidificação e 

amolecimento. 

Para a microtomia, foram utilizados dois micrótomos: um semiautomático 

(Leica RM 2145) e um manual (Spencer 820), para avaliar o melhor método de 

fixação do bloco. No semiautomático, o bloco foi fixado diretamente ao suporte 

do micrótomo e seccionado com navalhas de tungstênio (FIGURA 5 C). No 

manual, o bloco foi fixado a um suporte de madeira com cola de cianoacrilato 

antes de ser posicionado no micrótomo e seccionado com navalha de aço não 

descartável (FIGURA 5 D). Os blocos foram desbastados até que o tecido 

atingisse a superfície de corte. A coloração com azul de toluidina (0,1%) foi 

usada para confirmar a presença da amostra nas primeiras secções. Após a 

confirmação, foram obtidos cortes de 5 μm, que foram dispostos sobre gotas de 

água em lâminas de vidro limpas (sem revestimento), distendidos e secos em 

placa aquecida. Em seguida, as secções foram hidratadas em água destilada e 

coradas com Hematoxilina de Harris e eosina aquosa 1% (QUADRO 8). Após a 

secagem, as secções foram cobertas com Permount  e lamínula. 
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FIGURA 5 – PROCESSAMENTO EM HISTORESINA 

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

QUADRO 7 – ETAPAS DO PROCESSAMENTO EM HISTORESINA 

Solução Tempo 
Etanol 30%  5 min 
Etanol 50% 10 min 
Etanol 70%  10 min 
Etanol 80%  10 min 
Etanol 90% 10 min 
Etanol 100% I 10 min 
Etanol 100% II 10 min 
Pré-infiltração 2 h 
Infiltração 12 h 
Emblocagem (solução de uso + endurecedor) 12 h (ou até completa polimerização) 

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

QUADRO 8 – COLORAÇÃO DE H&E PARA SECÇÕES EM HISTORESINA 

Solução Tempo 
Água destilada 3 min 
Hematoxilina 1, 5, 15 ou 30 min 
Água corrente 10 min 
Água destilada Imersão, três vezes 
Eosina aquosa (1%) 1, 3, 5, 10 ou 12 min 
Água destilada I* Imersão, três vezes 
Água destilada II* Imersão, três vezes 

FONTE: A autora (2020). 
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2.8. Análise 
Foram analisadas 900 lâminas e aproximadamente 10000 secções. As 

lâminas histológicas foram analisadas em microscópio óptico (Metrimpex 

Hungary / PZO-Labimex, Studar lab). Após seleção das lâminas analisadas, o 

material foi documentado em fotomicroscópio de campo claro (Olympus BX40, 

Câmera DP71, software DPController), do Laboratório de Ficologia 

(Departamento de Botânica - UFPR). 

Os parâmetros avaliados para considerar o melhor método de 

emblocagem para os embriões de galinha em estágios iniciais foram: 1) 

precisão da orientação do tecido, 2) visualização dos embriões nos blocos, 3) 

microtomia, 4) contraste na coloração, 5) preservação das estruturas 

(manutenção da morfologia e presença de artefatos), 6) tempo de 

processamento e 7) custo de processamento. 

Os três métodos de incorporação testados receberam uma pontuação 

para cada parâmetro avaliado, de acordo com o índice de avaliação 

desenvolvido para este trabalho. Os valores variaram de 0 a 5 (QUADRO 9), 

sendo que quanto maior a pontuação, mais favorável é a utilização da resina.  

A precisão da orientação do tecido, a visualização dos embriões nos 

blocos e a microtomia foram consideradas de impossível (pontuação = 0) a 

excelente (pontuação = 5). O contraste fornecido pela coloração foi classificado 

de muito fraco (pontuação = 0) a excelente (pontuação = 5), pela observação 

do núcleo, nucléolo e citoplasma. Quanto à preservação, foi considerada a 

forma das células e estruturas embrionárias (ectoderme, tubo neural, notocorda 

e somitos), sendo que a morfologia variou de muito ruim (pontuação = 0) a 

excelente (pontuação = 5) e os artefatos foram classificados de muito 

frequentes (pontuação = 0) a não observados (pontuação = 5). A presença de 

artefatos foi classificada de frequente (pontuação = 0) a rara (pontuação = 5). O 

custo e o tempo foram comparados proporcionalmente e considerado o maior 

com pontuação = 0 e o menor com a pontuação = 5.  
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QUADRO 9 – PARÂMETROS AVALIADOS E A CLASSIFICAÇÃO CORRESPONDENTE 

Parâmetros 
Classificação 

0 1 2 3 4 5 

Precisão na orientação Impossível Ruim Difícil Boa Muito 
boa Excelente 

Visualização dos embriões 
nos blocos  Impossível Ruim Difícil Boa Muito 

boa Excelente 

Microtomia  Impossível Ruim Difícil Boa Muito 
boa Excelente 

Contraste na coloração Muito fraco Ruim Satisfatório Bom Muito 
bom Excelente 

Preservação das estruturas       

      Morfologia Muito ruim Ruim Satisfatória Boa Muito 
boa Excelente 

      Artefatos Muito 
frequentes Frequentes  Ocasionais Raros Muito 

Raros 
Não 

observados 

Tempo de processamento Maior tempo 
(30 h) 80% 60% 50% ± 20% 

(6 h) ± 10% (3 h) 

Custo Maior preço ± 80% ± 50% ± 25%  ± 10% ± 5% 

FONTE: A autora (2020). 
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3. Resultados 

A apresentação dos resultados será dividida por parâmetro analisado e 

por resina.  

 

3.1. Precisão na Orientação 

Paraplast 

A orientação dos embriões inteiros foi difícil na emblocagem em paraplast 

(FIGURA 6 A-B), uma vez que as etapas do processamento os tornaram 

rígidos e opacos, impossibilitando a identificação dos eixos corporais. Além 

disso, a rápida polimerização da resina à temperatura ambiente e o tamanho 

reduzido dos embriões (aproximadamente 5 mm), impossibilitaram posicioná-

los e mantê-los na posição desejada para obter secções transversais das 

regiões cefálica, cervical, do tronco e caudal. Mesmo após a divisão do 

embrião em dois fragmentos, não foram obtidas secções em cortes 

transversais da região cefálica-cervical (FIGURA 6 A-B), somente da região 

tronco-caudal (FIGURA 6 C).  

Na tentativa de melhorar a orientação dos embriões no bloco, foi realizada 

a pré-emblocagem em ágar-gelatina (FIGURA 6 D-F). O primeiro teste 

realizado, com uma solução de pré-emblocagem contendo ágar a 2% e 

gelatina a 2,5% não foi eficiente, pois as gotas utilizadas foram dissolvidas na 

solução de NaCl 0,9% e na de etanol 70%. Então, para o segundo teste, a 

concentração de ágar foi aumentada para 4% e a de gelatina para 5%, porém, 

ainda assim não foi possível a sua utilização, pois a solução apresentou muitos 

grumos. Posteriormente, no terceiro teste, o material foi pré-emblocado 

utilizando moldes e maior quantidade de solução (aproximadamente 600μl), 

buscando a não dissolução dos blocos. Entretanto, esses blocos também se 

dissolveram na solução de NaCl 0,9%, porém não no etanol 70%. Na etapa 

seguinte, a de clarificação, os blocos foram dissolvidos no xilol e quando 

utilizado o acetato de amila ficaram opacos, o que impossibilitou a visualização 

da orientação dos embriões.  
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Polietilenoglicol 

Apesar do PEG proporcionar um tempo maior para posicionar o embrião, 

a acurácia na orientação do embrião inteiro para corte não foi satisfatória. Já 

após a fragmentação, foram obtidos ângulos mais favoráveis, porém a região 

cefálica-cervical (FIGURA 6 G-H) foi mais difícil de orientar do que a tronco-

caudal (FIGURA 6 I). 

Historesina 

A utilização dessa resina foi a mais adequada para as particularidades 

das nossas amostras. A historesina é translúcida e sua polimerização é lenta, 

quando comparada aos outros meios de emblocagem. Dessa forma, houve 

tempo suficiente para orientar os embriões e mantê-los na posição desejada 

nos blocos, sem a necessidade de fragmentá-los. Além disso, as etapas do 

processamento clarificam a amostra, porém ainda permitindo a identificação 

dos eixos corporais do embrião. Devido ao sucesso no posicionamento preciso 

dos embriões nos blocos, as estruturas embrionárias foram facilmente 

identificadas (FIGURA 6 J-L). 
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3.2. Visualização dos embriões nos blocos, microtomia e coloração 

Paraplast 

Como foi impossível observar os embriões nos blocos (FIGURA 7 A) 

grande parte do material foi perdida na etapa de microtomia, pois a presença 

da amostra nos cortes não era facilmente identificada. Apesar disso, foi 

possível a obtenção e houve a formação de fitas, mesmo não sendo possível 

identificar o início ou ângulo do embrião no bloco.  

A coloração de H&E proporcionou contraste apropriado entre núcleo e 

citoplasma (FIGURA 8 A-B) e, dessa forma, detalhamento celular satisfatório. 

Foi possível observar o citoplasma, núcleo e, com ajuste micrométrico, o 

nucléolo, na maioria das secções. As melhores colorações foram observadas 

para as secções coradas com tempos de 30 segundos para Hematoxilina de 

Harris e eosina-floxina (QUADRO 10). 

Não foi possível obter cortes histológicos dos embriões pré-emblocados 

em ágar-gelatina para análise, pois as secções se rompiam assim que eram 

confeccionadas (dados não mostrados). Os tempos de desidratação e 

infiltração foram ajustados, porém não houve melhora da integridade das 

secções obtidas. Além disso, coloração inadequada foi observada com 

frequência (FIGURA 8 C-E) e, no geral, não foi possível diferenciar citoplasma, 

núcleo e nucléolo, mesmo com ajustes no protocolo de coloração. 

 

Polietilenoglicol 

Não foi possível visualizar os embriões nos blocos (FIGURA 7 B), após a 

polimerização, também devido à opacidade da resina, tornando inviável sua 

visualização e consequente perda de material.  

A microtomia do material emblocado em PEG foi um processo árduo, pois 

as secções são muito delicadas, assim como a amostra, e se desfaziam à 

medida que eram confeccionadas. Outro fator que dificultou a microtomia foi a 

umidade no ambiente, por isso o armazenamento precisou ser à temperatura 

ambiente, em recipiente com sílica. A distensão dos cortes foi satisfatória 

somente quando utilizada a solução de Triton X-100 a 0,1%, o que contribuiu 

também com a boa adesão dos cortes às lâminas revestidas com gelatina a 

1%. Durante as etapas de coloração, todas as secções histológicas dispostas 
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sobre lâminas cobertas com albumina e gelatina a 0,1% desaderiram, 

ocasionando a perda de todo material. 

O detalhe celular não foi satisfatório, pois a coloração com H&E não 

forneceu um bom contraste, dificultando a visualização do citoplasma, núcleo e 

nucléolo (FIGURA 8 E-F), mesmo após ajustes na coloração. Ainda que o 

material não tenha ficado adequado com essa resina e a visualização tenha 

sido extremamente difícil, 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 observação do embrião 

no bloco (FIGURA 7 C) devido à sua transparência. 

Ao utilizar os suportes de madeira para fixar os blocos no micrótomo é 

necessário que eles sejam colados no dia anterior, para que a cola seque 

completamente, e armazenados em recipiente com sílica até o momento da 

microtomia (para evitar o amolecimento da resina). A obtenção dos cortes em 

historesina é mais demorada, pela dureza da resina e ao fato de que a 

formação de fitas de cortes é rara, o que torna a obtenção de cortes seriados 

mais laboriosa.  

A coloração de H&E proporcionou excelente contraste e grande 

detalhamento celular, com citoplasma, núcleo e nucléolo facilmente 

distinguíveis (FIGURA 8 G-H). O tempo para realização do protocolo de 

coloração 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). É importante ressaltar que as 

soluções-corante não podem conter álcool, pois ele dissolve a historesina e as 

secções soltam da lâmina, ocasionando perda.  
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FIGURA 7 – PARÂMETRO VISUALIZAÇÃO DOS EMBRIÕES NOS BLOCOS 

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

 

QUADRO 10 - TEMPOS DE COLORAÇÃO COM MELHORES RESULTADOS  

Resina Solução Tempo 

Paraplast 
Hematoxilina 30 s 

Eosina-Floxina 30 s 

PEG 
Hematoxilina 30 s 

Eosina-Floxina 30 s 

Historesina 
Hematoxilina 30 min 

Eosina aquosa (1%) 12 min 
FONTE: A autora (2020). 

 

3.3. Qualidade da preservação tecidual 

Nessa categoria foram avaliadas a manutenção da morfologia e a 

presença de artefatos. 

 

Paraplast 

O processamento dos embriões em paraplast gerou boa preservação 

tecidual (FIGURA 8 A-B), com manutenção da estrutura dos somitos, sendo o 

dermátomo e miótomo identificáveis (FIGURA 8 A). No entanto, foram 

observados artefatos que comprometem uma análise histológica detalhada das 

estruturas embrionárias. Retração 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 



56 
 

 

mesênquima (FIGURA 8 A-B). Os melhores resultados foram obtidos com os 

tempos de processamento descritos no QUADRO 11. 

A pré-emblocagem em ágar-gelatina comprometeu a preservação tecidual 

(FIGURA 8 C-D), com perda da integridade e retração (FIGURA 8 D), 

coloração fraca (FIGURA 8 C-D), baixíssimo detalhe celular e presença de 

resíduos de ágar-gelatina (FIGURA 8 C). 

 

QUADRO 11 - TEMPOS QUE APRESENTARAM MELHORES RESULTADOS 

Solução Tempo 
Etanol 70%  15 min 
Etanol 80%  15 min 
Etanol 90%  15 min 
Etanol 95%  15 min 
Etanol 100% I 15 min 
Etanol 100% II 15 min 
Xilol I 3 min 
Xilol II 3 min 
Paraplast I 15 min 
Paraplast II 15 min 
Paraplast III 15 min 

FONTE: A autora (2020). 
 

Polietilenoglicol 

A preservação do tecido não foi satisfatória, independente do protocolo 

utilizado. A retração tecidual (FIGURA 8 E) foi semelhante à observada com o 

paraplast, porém a morfologia celular e tecidual foi considerada inadequada, 

pois as células do tubo neural não se apresentaram justapostas e espaços 

entre elas foram observados frequentemente (FIGURA 8 E-F). Além disso, 

porções mais delicadas das secções histológicas, como as membranas 

extraembrionárias, 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 
processamento Solução Tempo 

Método 1  

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

Método 2 

PEG 25% 30 min 
PEG 50% 30 min 
PEG 70% 30 min 
PEG 100% I 30 min 
PEG 100% II 30 min 

FONTE: A autora (2020). 
 

Historesina 

Apesar da fragilidade dos embriões de galinha em estágios iniciais, essa 

resina proporcionou excelente preservação tecidual, com manutenção da 

morfologia (FIGURA 13 G-H) e pouca retração, quando comparada às outras 

resinas. Além disso, a ectoderme de superfície foi observada como um epitélio 

simples cúbico (FIGURA 13 H), característica não vista claramente nas outras 

metodologias. Foi possível distinguir, também, o epitélio pseudoestratificado do 

tubo neural, com células justapostas, figuras mitóticas no neuroepitélio, 

próximas à superfície luminal, e na região do esclerótomo (FIGURA 13 H). 
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3.4. Tempo de preparação dos blocos e custo 
O tempo médio necessário para obtenção dos blocos histológicos 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 pré-

emblocagem ágar-gelatina o tempo aumentou para 30 horas devido à adição 

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 

próximo ao do paraplast com pré-emblocagem em ágar-gelatina 

(aproximadamente 30 horas), pois a infiltração da historesina na amostra é 

mais lenta. 

O custo dos kits de historesina e das navalhas necessárias para a 

microtomia é bastante elevado. Em contrapartida, o custo da utilização do 

paraplast e PEG é baixo, sendo aproximadamente 10 e 5% do valor da 

historesina, respectivamente. 

A TABELA 1 resume e compara os parâmetros avaliados em cada resina, 

através de pontuação. Todos os resultados foram piores no processamento em 

que foi empregada a pré-emblocagem em ágar-gelatina e, por isso, não foram 

contemplados na comparação.  
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TABELA 1 – COMPARAÇÃO DOS ÍNDICES ATRIBUÍDOS AOS PARÂMETROS ANALISADOS 
EM CADA RESINA 

Parâmetros 
Resinas 

Paraplast PEG Historesina 

Precisão na orientação 1 2 5 

Visualização dos embriões nos blocos  0 0 5 

Microtomia 2 0 1 

Contraste na coloração 4 1 5 

Preservação das estruturas 

   Manutenção da morfologia 3 1 5 

   Presença de artefatos 0 0 4 

Tempo de processamento 4 5 0 

Custo 4 5 0 

Total   18 14 25 

 

4. Discussão 

A orientação do material em cortes histológicos é crucial para a 

demonstração adequada da morfologia, identificação correta de estruturas e 

diagnóstico de possíveis lesões (LAI; LÜ, 2012; COPPER et al., 2018; NAYAK, 

2018), particularmente em materiais que apresentam organização distinta 

dependendo do plano de corte, como os embriões. O paraplast e o PEG são 

resinas que apresentam altos pontos de fusão (SHARIFF; KALER, 2016) e por 

isso requerem o uso de estufa e placa aquecida ou estação de emblocagem 

com dispensador de resina, para a realização da emblocagem. Então, por 

terem polimerização rápida e dependente somente da temperatura, estas 

resinas não ofereceram condições necessárias para posicionar corretamente o 

embrião no molde. Além disso, ambas as resinas se tornaram opacas após a 

polimerização, impedindo uma boa visualização dos pequenos embriões no 

bloco, o que levou à perda de material. Em contrapartida, a historesina permitiu 

que o embrião fosse facilmente posicionado no molde, pois sua polimerização 

é lenta à temperatura ambiente. Nessa resina, o endurecimento é dependente 

de um catalisador (o endurecedor que compõe o kit), que reage na presença do 

ativador, gerando radicais livres que atuam como iniciadores da polimerização 

(SIDERIDOU; ACHILIAS; KARAVA, 2006). A velocidade dessa reação 
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depende da temperatura, que, se muito elevada, pode tornar o bloco 

excessivamente duro e quebradiço, e se muito baixa, demasiadamente flexível 

(SINGHRAO; NICHOLSON; CREAN, 2012). As condições ideais para a 

polimerização das resinas à base de glicol metacrilato (GMA), como a 

historesina, variam bastante de acordo com a composição da resina, como a 

temperatura (de -20°C à 40°C) e, em alguns casos, a necessidade de luz 

ultravioleta e microondas (STIRLING; WOODS, 2019), porém não há estudos 

que descrevam essas condições para a historesina. Outro ponto favorável da 

historesina foi a sua transparência após a polimerização, permitindo excelente 

visualização do embrião 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 órgãos (BRITO et al., 2010; SOUZA 

et al., 2018). 

A literatura sugere a pré-emblocagem em ágar-gelatina para facilitar a 

orientação de embriões e pequenos tecidos nos blocos de paraplast 

(MCCLELLAND; BOWLES, 2015). Entretanto, essa metodologia não foi 

eficiente para melhorar a orientação do nosso material, mesmo com maiores 

concentrações de ágar 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 

observação do embrião. Além disso, a pré-emblocagem aparentemente afetou 

a qualidade da preservação tecidual e, mesmo após ajustes nas etapas de 

desidratação, diafanização e infiltração, não foram obtidos resultados 

satisfatórios. Essa foi uma situação inesperada, pois de acordo com Jones e 

Calabresi (2007), a utilização da pré-emblocagem não interfere no 

processamento histológico, uma vez que a solução de ágar-gelatina não infiltra 

na amostra (BUZZEL, 1975). Porém, é possível que, devido à composição 

“gelatinosa” do embrião, pela predominância do mesênquima, a solução tenha 

infiltrado nos embriões, o que não acontece em amostras maiores e menos 

delicadas. Ainda, o uso de uma solução de ágar-gelatina deveria prevenir 

problemas recorrentes quando são usados ágar e gelatina individualmente, 

como as secções soltarem da lâmina e prejuízo na coloração (JONES; 

CALABRESI, 2007), como foi observado nesse trabalho.  
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O Paraplast é uma resina que apresenta boa infiltração e fornece secções 

de qualidade de tecidos adultos (GEMUSSE et al., 2021; RUBIO-VARGAS et 

al., 2021). Porém, nesse trabalho o paraplast não favoreceu o processamento 

das amostras, cuja preservação não foi apropriada e os artefatos foram 

frequentes. A necessidade da utilização de solventes intermediários, já que não 

é solúvel em etanol, em conjunto com a alta temperatura (58ºC) necessária 

para infiltração dos tecidos, danificam as delicadas amostras embrionárias e 

geram artefatos devido ao endurecimento e deformação do tecido (FELDMAN; 

WOLFE, 2014). Os artefatos observados nesse trabalho foram mais frequentes 

e acentuados nas amostras pré-emblocadas, pois o revestimento de ágar-

gelatina prejudicou a infiltração, que precisou ser prolongada, resultando em 

maior retração e deterioração das secções. Smith e Warfield (2005) sugerem 

que a retração tecidual ocorre devido ao efeito do calor no colágeno do tecido, 

corroborando nossos resultados que demonstraram que tempos mais elevados 

de exposição a altas temperaturas levam a maiores danos no tecido 

processado nessas condições. Uma possível alternativa para tentar reduzir os 

artefatos causados pelo calor é a utilização do Paraplast X-tra, que tem um 

ponto de fusão menor (53-54°C) (CIMA, 2017). Porém, a temperatura de fusão 

do PEG é semelhante (55°C), e também não proporcionou preservação 

estrutural satisfatória. 

Nosso estudo é o primeiro a discutir o PEG como meio de incorporação 

para histologia de embriões de galinha em estágios iniciais e a comparar o seu 

uso com o de outras resinas. Nesse trabalho, o uso do PEG 1500 não ofereceu 

preservação adequada da estrutura do tecido nos dois métodos testados (M1 - 

com desidratação e M2 - sem desidratação). Além disso, o protocolo M1, 

apesar de apresentar 1 hora a menos, proporcionou a mesma qualidade dos 

cortes histológicos. Apesar da baixa qualidade da preservação morfológica 

observada nesse trabalho, essa resina é indicada para análises 

imunohistoquímicas, devido a alta antigenicidade das secções obtidas (BARD; 

ROSS, 1986). Além disso, o PEG é compatível com marcações fluorescentes e 

a preservação do detalhe celular fornecido é descrita como superior à de cortes 

congelados (GAO; GODKIN, 1991). Outra característica notável da 

emblocagem em PEG é a ampla faixa de espessura de cortes que pode ser 

obtida, variando de 1-150 μm, dependendo do peso molecular médio do PEG 
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utilizado (SMITHSON; MACVICAR; HATTON, 1983). Dessa forma, nossos 

resultados com a utilização do PEG 1500 como meio de incorporação 

histológico enriquecem a pouca literatura existente e podem auxiliar estudos 

futuros que objetivem explorar as suas propriedades em técnicas de 

imunodetecção.  

As resinas acrílicas, como a historesina, são adequadas para 

emblocagem de tecidos frágeis, macios e sensíveis à temperatura, como os 

embriões, pois as etapas de infiltração e polimerização ocorrem à temperatura 

ambiente, minimizando a degradação de proteínas e o dano às estruturas 

celulares (STIRLING; WOODS, 2019). Segundo González Santander e 

colaboradores (1997), a historesina é a resina que melhor preserva as 

características do tecido, sendo as secções preparadas o mais próximo do 

estado in vivo. De fato, a historesina foi a que propiciou a melhor preparação 

das secções, com excelente preservação da morfologia. Um dos fatores 

determinantes da qualidade da manutenção estrutural das secções é a 

hidrofilicidade da historesina, o que exclui a necessidade da utilização de 

agentes clareadores (SULLIVAN-BROWN; BISHER; BURDINE, 2011), como o 

xilol, que endurecem e retraem o tecido (CHEN et al., 2010). Além disso, a 

utilização de resinas de GMA permite uma ampla faixa de espessuras de corte 

(0,5-5μm), dependendo da formulação da resina e navalha utilizada 

(STIRLING; WOODS, 2019). Assim, diferentes níveis 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 secções obtidas com as diferentes resinas testadas.  

A adesividade dos cortes às lâminas é 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 adesão de secções em PEG, quando 

empregada uma solução de gelatina a 1%, o que forneceu mais ligações 

cruzadas devido à maior concentração de gelatina. Ainda, a solução de Triton 

X-100 aumentou a adesão dos cortes às lâminas, além de auxiliar na 

distensão, como foi descrito por Smithson, Macvicar e Hatton (1983). 

Nesse trabalho, para a visualização do material foi utilizada a coloração 

com hematoxilina e eosina (H&E) nas secções das três resinas testadas. 



64 
 

 

Diferentes níveis de cor e contraste foram obtidos nas secções de embriões de 

galinha com essa coloração. A coloração nuclear foi notável nas secções 

obtidas em todos os métodos testados, exceto nos embriões pré-emblocados 

em ágar-gelatina. Segundo Bancroft e Layton (2019), variações na coloração 

podem ocorrer devido a fatores como fixação, variações 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 incorporação é um fator relacionado ao processamento que também 

afeta as tonalidades da coloração e o contraste promovido pelos corantes 

histológicos. 

Embora somente a historesina tenha proporcionado uma preparação 

tecidual satisfatória para uma análise morfológica detalhada de embriões de 

galinha com 72h de incubação, as três resinas testadas apresentam suas 

vantagens e desvantagens, dependendo do objetivo do estudo. Dessa forma, 

no momento da escolha do meio de incorporação é importante considerar 

fatores como a manutenção da estrutura do tecido, bem como a antigenicidade. 

O paraplast e o PEG são indicados para abordagens imunohistoquímicas, 

quando a preservação morfológica não é limitante, ou para avaliação 

histológica de estágios mais avançados de desenvolvimento, que são menos 

frágeis que os iniciais. Já as resinas de GMA favorecem a manutenção 

estrutural, permitindo também a execução de protocolos imunohistoquímicos 

(BAKO et al., 2015).  

Outra característica que difere entre as resinas é o tempo de 

processamento. O paraplast e o PEG apresentam tempos similares, enquanto 

o da historesina é mais elevado. Além do processamento, o protocolo de 

coloração de secções em resina de GMA é mais longo, pois o meio não é 

removido das secções, o que desacelera a penetração dos corantes (CERRI; 

SASSO-CERRI, 2003), porém, apresenta menos etapas, pois não são 

utilizados etanol e xilol.  

Em termos de custo, os processamentos em paraplast e em PEG 

apresentam baixo custo e requerem equipamentos usuais de um laboratório de 

técnicas histológicas (estufa e/ou estação de emblocagem com dispensador de 

resina, cassetes, lâminas de aço, etc). Em contrapartida, o kit de historesina 
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tem custo elevado, assim como as navalhas, de tungstênio ou de vidro, que 

são necessárias para a microtomia (STIRLING; WOODS, 2019). 

Este é o primeiro estudo a comparar esses três métodos de emblocagem 

para histologia de embriões de galinha em estágios iniciais. Nossos resultados 

podem, também, auxiliar o estudo histológico de outros tipos de materiais 

pequenos e frágeis, o que o torna ainda mais significativo. Apesar da avaliação 

histológica ser laboriosa, como foi observado nesse trabalho, destacamos a 

sua relevância na caracterização dos efeitos embriotóxicos de poluentes 

ambientais, pois as alterações morfológicas refletem alterações em níveis 

inferiores de organização biológica e norteiam futuras investigações sobre os 

mecanismos teratogênicos. 

 

5. Conclusões 
A historesina proporcionou os melhores resultados em embriões de 

galinha em estágios iniciais de desenvolvimento, combinando preservação 

morfológica, orientação precisa do tecido e contraste de coloração, apesar da 

microtomia difícil, custo e tempo de processamento maiores. Além disso, foram 

observados menos artefatos e maior detalhe celular quando comparados às 

amostras incorporadas em paraplast e PEG. Assim, nossos dados destacam o 

melhor método para obter uma avaliação histológica detalhada em estudos 

usando o embrião de galinha como modelo. 
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Capítulo II 
 

Efeitos embriotóxicos do ácido perfluorooctanóico e cádmio em embriões de 

Gallus gallus 
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RESUMO 
A exposição de gestantes ao ácido perfluorooctanóico (PFOA) e cádmio (Cd) é 
preocupante, pois atravessam a barreira placentária podendo interferir no 
desenvolvimento embrionário do sistema nervoso, que é particularmente 
sensível à ação de xenobióticos. A exposição a esses contaminantes altera o 
desenvolvimento do tubo neural (TN), porém os mecanismos celulares 
envolvidos ainda não foram esclarecidos. Assim, o objetivo desse trabalho foi 
avaliar os efeitos do PFOA e Cd, isoladamente e em mistura, em única 
administração in ovo de concentrações realistas, no desenvolvimento do TN de 
embriões de Gallus gallus. A exposição dos embriões foi realizada injetando-se 
solução de contaminante ou veículo diretamente na câmara de ar, previamente 
à incubação. As concentrações utilizadas foram 0,5, 5 e 50 ng.ml-1 de PFOA, 
0,05, 0,5 e 5 μg.ml-1 de Cd e uma mistura (PFOA 5 ng.ml-1 + Cd 0,5 μg.ml-1). 
Os embriões foram incubados por 2-6 dias, 8 ou 21 dias. Foram avaliadas a 
mortalidade embrionária, a ocorrência de malformações e as alterações 
histológicas envolvidas nas malformações causadas nos estádios HH14 e 
HH18, com foco no tubo neural. Análise de malformações após 21 dias em 
animais eclodidos e não eclodidos também foi realizada. Os embriões 
coletados foram processados em historesina e, posteriormente, corados em 
hematoxilina e eosina e ácido periódico de Schiff (PAS). Foi também realizada 
análise de redes e enriquecimento funcional a partir de genes selecionados em 
base de dados toxicogenômicos comparativos (CTD). Alterações significativas 
na mortalidade e ocorrência de malformações indicaram o efeito embriotóxico 
dos contaminantes no embrião de galinha e efeito de mistura na ocorrência de 
malformações gerais e no TN. As alterações teciduais encontradas no TN 
corroboram as alterações observadas em montagem total de embriões 
expostos ao Cd e PFOA nas mesmas concentrações, sendo elas: 
desorganização das vesículas encefálicas, TN aberto, presença de 
aglomerados celulares e/ou células apoptóticas na luz do tubo neural, células 
apoptóticas no neuroepitélio, alteração na forma do TN e aumento ou redução 
na espessura do neuroepitélio. A marcação com PAS evidenciou a membrana 
basal, principalmente da notocorda e TN, sendo que a intensidade média de 
marcação nas secções foi reduzida significativamente em relação ao controle, 
principalmente no HH18. Esses achados revelam a ação desses contaminantes 
a nível histológico, já em estágios iniciais, em exposição a concentrações 
realistas dos contaminantes, podendo os resultados serem extrapolados para a 
exposição humana. As alterações histológicas foram quantificadas utilizando 
um índice de lesão elaborado para embriões de galinha em estágios iniciais de 
desenvolvimento. A análise de redes e enriquecimento funcional aponta os 
possíveis mecanismos celulares da ocorrência das malformações e indica 
genes alvos no processo. Entre eles, destacam-se a interferência nos 
processos de apoptose e regulação do ciclo celular, nas vias Wnt, em 
moléculas de adesão e junções celulares, na dinâmica do citoesqueleto de 
actina e interação com receptores de matriz extracelular. Nos indivíduos 
eclodidos e não eclodidos, foram observadas alterações anatômicas 
compatíveis com as malformações encontradas nos embriões em estágios 
mais iniciais, evidenciando a progressão das alterações ao longo do 
desenvolvimento e sua apresentação ao final do desenvolvimento embrionário.  
Palavras-chave: composto perfluorado; histologia; malformações; metal 
pesado; mortalidade; neurulação; redes de interação; tubo neural. 
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1. Introdução 

Os humanos são constantemente expostos a misturas de compostos 

químicos provenientes de variadas fontes, o que reflete na diversidade de 

moléculas e concentrações presentes no sangue (CONSONNI; SINDACO; 

BERTAZZI, 2012; WANG et al., 2018), leite materno (ANADÓN et al., 2022) e 

outros tecidos (PÉREZ et al., 2013). Por isso, existe uma preocupação 

crescente em relação ao potencial tóxico dessas substâncias no 

desenvolvimento pré e pós-natal, principalmente do sistema nervoso 

(FRITSCHE et al., 2018). Além disso, a exposição durante o desenvolvimento é 

alarmante, pois aumenta o risco de doenças e complicações ao longo da vida 

(VAISERMAN, 2014).  

O desenvolvimento do sistema nervoso tem início na neurulação, um 

processo morfogenético coordenado que culmina com a formação do tubo 

neural (TN) (GREENE; COPP, 2009). Em amniotos, a neurulação ocorre por 

dois mecanismos espaço temporalmente distintos, a neurulação primária (NP) 

e a secundária (NS) (COLAS; SCHOENWOLF, 2001). A NP acontece em 

quatro etapas que se sucedem a partir da região anterior e se sobrepõe ao 

longo do eixo rostrocaudal do embrião (LAWSON; SCHOENWOLF, 2009), 

sendo elas: 1) formação da placa neural, pelo espessamento da ectoderme; 2) 

modelagem da placa neural, com alongamento anteroposterior e estreitamento 

mediolateral; 3) dobramento da placa neural pela formação e convergência das 

pregas neurais; e 4) fusão das pregas neurais na linha média para fechar o TN 

(SCHOENWOLF, 2018). Ao término da NP, com o fechamento do neuróporo 

caudal, tem início o processo de NS, em que o TN é formado a partir de células 

mesenquimais da porção mais caudal do embrião. Inicialmente as células 

sofrem transição mesênquima-epitélio, formando um cordão de células, que, 

posteriormente sofre cavitação para formar o lúmen do TN secundário 

(CATALA, 2021). 

Devido à complexidade e longo período para completar o seu 

desenvolvimento, o sistema nervoso é particularmente suscetível a alterações 

morfológicas e funcionais como consequência da exposição a xenobióticos, 

mesmo em baixas concentrações, que podem ter pouco ou nenhum efeito em 

indivíduos adultos (GRANDJEAN; LANDRIGAN, 2014). Isso ocorre, pois 
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durante o processo de formação e especialização do TN, eventos celulares 

altamente regulados de proliferação, migração e diferenciação são necessários 

para que as diferentes estruturas se formem corretamente (COSTA et al., 

2004). Dessa forma, a exposição de gestantes a compostos químicos, como 

poluentes orgânicos persistentes (MATHIESEN et al., 2021) e metais 

(STOJSAVLJEVIC et al., 2022) é preocupante, pois muitos atravessam a 

barreira placentária e atingem o embrião/feto em desenvolvimento, podendo 

causar malformações e/ou alterações funcionais. 

O ácido perfluorooctanóico (PFOA) é um poluente organopersistente 

emergente, pertencente à classe dos compostos perfluorados, cuja molécula 

tem natureza anfifílica e possui resistência à degradação térmica e química. 

Por essas razões, apresenta ampla aplicação na indústria (GLÜGE et al., 2020) 

e na produção de itens de consumo (KOTTHOFF et al., 2015; YE; ZUSHI; 

MASUNAGA, 2015). Está presente em espumas contra incêndio, inseticidas, 

produtos para tratamento antiaderente de superfícies, utensílios de cozinha e 

revestimentos de embalagens de alimentos, camadas impermeáveis em 

tecidos, couros e tapetes (BUCK et al., 2011), componentes eletrônicos (WU et 

al., 2012) e cosméticos (WHITEHEAD et al., 2021). As fontes ambientais desse 

contaminante consistem de vias diretas, pela produção e uso do PFOA para 

fabricação de produtos, e indiretas pelo descarte dos resíduos e degradação de 

moléculas precursoras (DASU et al., 2022). A disseminação do PFOA no 

ambiente leva à exposição humana pela ingestão de água e alimentos (PICÓ et 

al., 2011; DOMINGO; NADAL, 2019) e, também, pela inalação da poeira 

doméstica (WINKENS et al., 2018).  

O cádmio (Cd) é um metal pesado cuja distribuição pelo ambiente ocorre 

por vulcanismo, erosão de solos e rochas e é ampliada pelas atividades 

humanas, como mineração, incineração de lixo e queima de combustíveis 

fósseis (RAHIMZADEH et al., 2017). Além disso, o emprego desse metal em 

processos industriais (YUAN et al., 2019), para produção de baterias, tintas, 

fertilizantes e componentes eletrônicos, gera resíduos e produtos contendo Cd, 

cujo uso e descarte incorreto também são fontes de contaminação ambiental 

(WHO, 2019). A exposição humana a esse metal ocorre principalmente através 

da dieta, pela ingestão de água e alimentos contaminados (STRUNGARU; 
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PLAVAN; NICOARA, 2016), e pela via respiratória, com o tabagismo (SHARIAT 

et al., 2019) e inalação da poeira doméstica (MATT et al., 2021).  

Por serem capazes de ultrapassar a barreira placentária, estarem 

presentes no sangue do cordão umbilical humano (TANG et al., 2016; HAN et 

al., 2018) e se acumularem no feto (KABAMBA; TUAKUILA, 2020; BJÖRVANG 

et al., 2021), o PFOA e Cd são potenciais fatores prejudiciais ao período pré-

natal. Também já foram detectados simultaneamente no cordão umbilical 

(NEEDHAN et al., 2011), compartilham vias de exposição e compõem as 

principais misturas de substâncias às quais gestantes estão expostas (LEE et 

al., 2017; TRAORÉ et al., 2018). Apesar da importância desses contaminantes, 

seus efeitos isolados durante o desenvolvimento humano são pouco estudados 

e há resultados divergentes sobre a relação da exposição pré-natal e efeitos 

adversos (STEENLAND et al., 2020) como malformações (NOLAN et al., 2010; 

STEIN et al., 2014), natimortos (WU et al., 2012), abortos (DARROW et al., 

2014; AMADI; IGWEZE; ORISAKWE, 2017; WIKSTRÖM et al., 2021) e 

problemas no crescimento fetal (BARN et al., 2019; SAVITZ et al., 2012; 

WIKSTRÖM et al., 2020). Em modelos animais há evidências dos efeitos da 

exposição ao PFOA e Cd isoladamente durante o período pré-natal, como a 

ocorrência de malformações, em anfíbios (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 embrião de ave Gallus gallus (galinha), 

as principais alterações morfológicas foram no TN na região cefálica, tronco e 

caudal, sendo que as mesmas malformações ocorreram na exposição à 

mistura de PFOA e Cd (KMECICK et al., 2019). Entretanto, as alterações 

teciduais e os mecanismos celulares envolvidos nessas malformações não 

foram caracterizados e o efeito da mistura desses contaminantes ainda não é 

compreendido, pois não existem outros estudos com diferentes modelos 

animais avaliando o efeito do PFOA e Cd em exposição conjunta. 

O embrião de ave G. gallus é um modelo interessante no estudo da 

embriotoxicologia, pois o seu desenvolvimento é molecular e morfologicamente 

semelhante ao de outros vertebrados (IRIE; KURATANI, 2011). Assim, ao 

extrapolar os níveis de exposição entre as espécies, através do cálculo 

alométrico (SHARMA; MCNEILL, 2009; DA COSTA et al., 2021), é possível 

inferir, a partir dos efeitos em embriões de galinha, os potenciais efeitos em 
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humanos (KIECKER, 2016), principalmente no início da morfogênese, quando 

os embriões apresentam maior similaridade (WANG; WHITE, 2021).  

Nesse contexto, o objetivo desse capítulo foi discutir a exposição ao 

PFOA e Cd, isoladamente e em mistura, sobre o desenvolvimento de embriões 

de ave G. gallus e seus efeitos sobre a mortalidade e morfologia embrionária, 

bem como caracterizar histologicamente as malformações observadas no tubo 

neural buscando por possíveis mecanismos celulares envolvidos nessas 

alterações. Além disso, objetivou-se elaborar um índice para avaliação 

histopatológica dos embriões e, através da busca em banco de dados 

toxicogenômicos, análise de rede e enriquecimento funcional, avaliar a 

interferência dos contaminantes em vias essenciais ao desenvolvimento 

embrionário. Já nos indivíduos eclodidos, visamos verificar a presença de 

alterações anatômicas. 

 

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 doação. 

No laboratório, os ovos foram selecionados e pesados. Os que apresentaram 

casca íntegra foram higienizados com papel toalha umedecido com etanol 

70%. 

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comitê de Ética em Uso 

de Animais do Setor de Ciências Biológicas da Universidade Federal do Paraná 

(CEUA / BIO - UFPR, certificado nº 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 concentrações PFOA e Cd testadas 

foram utilizadas em trabalho anterior do Laboratório de Embriotoxicologia 
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(UFPR) e induziram alterações morfológicas em estruturas encefálicas e falha 

no fechamento do TN em embriões com 72 horas de incubação (KMECICK et 

al., 2019). 

 
QUADRO 1 - GRUPOS EXPERIMENTAIS 

Grupos experimentais Ovos 
Controle NaCl 0,9% 
PFOA 0,5 PFOA 0,5 ng.ml-1  
PFOA 5 PFOA 5 ng.ml-1  
PFOA 50 PFOA 50 ng.ml-1  
Cd 0,05 CdCl2 [Cd]* = 0,05 μg.ml-1 
Cd 0,5 CdCl2 [Cd]* = 0,5 μg.ml-1 
Cd 5 CdCl2 [Cd]* = 5 μg.ml-1 
Mistura PFOA 5 ng.ml-1 + Cd 0,5 μg.ml-1  

*[Cd] se refere a concentração final de Cd na solução de CdCl2 injetada. Fonte: A 

autora (2022). 
 

As concentrações intermediárias (PFOA 5 e Cd 0,5) correspondem ao 

nível 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, cordão umbilical, sangue materno e do recém-nascido. Essas 

concentrações foram determinadas a partir do cálculo de extrapolação 

alométrica, utilizando as taxas metabólicas basais para diferentes grupos 

animais (aves não passeriformes e mamíferos placentários) (KABAT et al., 

2008), conforme demonstrado no cálculo 1. A taxa metabólica basal de 

embriões humanos para o período entre a 3ª e 8ª semanas de desenvolvimento 

foi definida como a de referência e, portanto, a dosagem calculada é 

correspondente para embriões de galinha no mesmo período filotípico (DA 

COSTA et al., 2021). As demais concentrações foram testadas a fim de avaliar 

os efeitos de concentrações superiores e inferiores às realistas, e verificar 

possíveis alterações a nível tecidual, não detectáveis na análise por montagem 

total (KURTH et al., 2012). Além disso, foi testada também a mistura dos dois 

contaminantes nas suas concentrações intermediárias.  
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CÁLCULO 1 – EXTRAPOLAÇÃO ALOMÉTRICA INTERESPÉCIES 

 

 

 

 
TMB – Taxa metabólica basal. k – Constante de grandes grupos taxionômicos, de acordo com 
os grupos de energia de Hainsworth: aves não passeriformes (k = 78) e mamíferos placentários 
(k = 70). m – massa corporal (kg). Total da dose de referência (mg) – média das doses 
encontradas em diferentes matrizes biológicas. Fonte: Kabat et al. (2008); Da Costa et al. 
(2021) 

 

2.3. Método de exposição 

As soluções dos contaminantes utilizadas para a exposição foram 

preparadas diluindo-se o PFOA (Sigma-Aldrich) e o cloreto de cádmio (CdCl2) 

(Sigma-Aldrich) em solução salina (NaCl 0,9%, pH 7,4). 

Os embriões foram expostos aos contaminantes previamente à incubação 

e, portanto, na fase de blástula, 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 solução salina (NaCl 0,9%) ou do(s) contaminante(s) diretamente na 

câmara de ar (Figura 1 A-B), local que permite melhor dispersão do 

contaminante no embrião (YAMAMOTO et al., 2012).  
 

QUADRO 2 – VOLUME DE INJEÇÃO 

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

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

 
A: Indicação de suas partes. FONTE: Modificado de Bellairs; Osmond (2014). B: Injeção das 
soluções na câmara de ar. FONTE: A autora (2017). 

 
 

Após a injeção, os ovos foram selados com fita adesiva, posicionados 

verticalmente, com a câmara de ar voltada para cima, e dispostos 

randomicamente nas bandejas da incubadora BOD (SL-224, SOLAB 

Científica). A incubação foi a 38°C (± 0,5ºC), com umidade e ventilação 

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

 

2.4. Coleta dos embriões 

Após o tempo de incubação determinado para obtenção dos estádios 

embrionários desejados e/ou avaliação dos parâmetros de mortalidade e 

ocorrência de malformações, os embriões foram coletados. Os ovos com até 4 

dias de incubação foram abertos pelo método da janela para a coleta dos 

embriões (KORN; CRAMER, 2007). Já os incubados por mais de 5 dias foram 

retirados da incubadora e quebrados em placa de Petri. Após a abertura do ovo 

foi determinada a viabilidade dos embriões (FIGURA 2). Os mortos foram 

contabilizados para a taxa de mortalidade e descartados e os vivos coletados 

para as análises. Os embriões foram considerados vivos se apresentassem 

características compatíveis com o tempo de incubação, coloração rósea e 

vasos sanguíneos extraembrionários íntegros (FIGURA 2 A-E). Foram 

considerados mortos os embriões que apresentavam: coloração 

esbranquiçada, ausência de batimentos cardíacos e vasos sanguíneos 

extraembrionários não íntegros (FIGURA 2 F), ou disco embrionário mais 

desenvolvido que no momento da postura, com características de que o 

desenvolvimento foi retomado na incubação, porém foi interrompido antes da 
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abertura do ovo (FIGURA 2 G). Além disso, alguns embriões não foram 

considerados para a análise de mortalidade, pois foram classificados como não 

tendo o desenvolvimento retomado na incubação (FIGURA 2 H). Após a 

determinação da viabilidade dos embriões, o desenvolvimento foi interrompido 

e os embriões vivos coletados para as análises. Não foi utilizada anestesia, 

uma vez que antes do 10º dia de incubação não é necessária a utilização de 

fármaco anestésico (ALEKSANDROWICZ; HERR, 2015; CONCEA, 2015).  
 

FIGURA 2 - VIABILIDADE EMBRIONÁRIA 

 
A-E: Embrião vivo. A: 34 hrs. B: 48 hrs. C: 55 hrs. D: 72 hrs. E: 5 dias. F: Embrião morto 
aproximadamente no 3º dia de incubação. G: Embrião morto, não compatível com o tempo de 
incubação, 72 hrs. H: Embrião que não teve o desenvolvimento retomado durante a incubação. 
Área tracejada: Blastoderme. AO: Área opaca. AP: Área pelúcida. VI: Área vitelínica da área 
opaca. VA: Área vasculosa da área opaca. Seta: Embrião vivo. Cabeça de seta: Vasos 
sanguíneos extraembrionários íntegros. Asterisco: Vasos sanguíneos extraembrionários não 
íntegros. Área circulada: Embrião morto. FONTE: A autora (2018). 

 

Os embriões viáveis foram transferidos para uma placa de Petri com 

salina tamponada com fosfato (PBS), e suas membranas extraembrionárias 

removidas. Então, foram analisados quanto à morfologia geral e o estádio 

embrionário foi determinado (FIGURA 3), sob estereomicroscópio (Olympus, 

SZ40), segundo a descrição de Hamburger e Hamilton (1951). Em seguida, 

foram fixados em paraformaldeído 2% (em PBS) por 72 horas, em placa de 24, 

12 ou 6 poços (dependendo do tamanho do embrião), para posterior 

processamento histológico.  
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FIGURA 3 - ESTADIAMENTO EMBRIONÁRIO 

 
A: Estadiamento em estereomicroscópio. B-K: Estádios do embrião de galinha segundo a 
classificação 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. Estádios e regiões de interesse 

 Para as análises de mortalidade e malformações gerais foram utilizados 

embriões incubados por 2, 3, 4, 5, 6 e 8 dias. Todos os embriões vivos foram 

coletados (total = 1889), estadiados, fixados e armazenados para utilização 

nesta tese ou em outros trabalhos desenvolvidos no Laboratório de 

Embriotoxicologia. 

 Nas análises histológicas e histoquímicas foram empregados embriões 

nos estádios HH14 e HH18 (FIGURA 4), visto que nesses estádios o TN 

primário se encontra fechado e a neurulação secundária está em curso. O 

estádio HH14 foi selecionado, pois nesse período a neurulação primária já se 

completou, com o fechamento do neuróporo caudal, e outros processos 

importantes para o desenvolvimento do sistema nervoso estão ocorrendo. 

Entre eles está a formação dos gânglios cranianos, que está sendo analisada 

em outro trabalho desenvolvido no Laboratório de Embriotoxicologia, e que 

permitirá uma correlação com os nossos resultados obtidos com o TN, 

complementando e trazendo informações importantes a respeito da 

neurotoxicidade do PFOA e Cd no desenvolvimento. Já o HH18 foi selecionado 

por ter sido o estádio onde ocorreram mais malformações nas análises por 

montagem total (KMECICK et al., 2019) e que deram origem às perguntas que 

motivaram esse trabalho de tese. Além disso, ao comparar os dois estádios, é 

possível analisar a expansão das vesículas para formar o cérebro e demais 

estruturas encefálicas. Já nas regiões do tronco e caudal, observa-se o 
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desenvolvimento do tubo neural, que dará origem à medula. As regiões de 

interesse compreendem toda a extensão do embrião, pois foram observadas 

alterações morfológicas nas regiões cefálica, cervical, tronco e caudal 

(KMECICK et al., 2019), em embriões com 72 h de incubação, e a análise do 

embrião como um todo direciona a avaliação em futuras análises, com 

imunomarcações, por exemplo, para proliferação celular e apoptose. 

 

FIGURA 4 - ESTÁDIOS E REGIÕES DE INTERESSE 

 
A: HH14. B: Representação esquemática dos estádios e regiões de interesse. C: HH18. Azul: 
Regiões cefálica e cervical. Verde: Região do tronco. Rosa: Região caudal. FONTE: A e C: A 
autora (2018); B: Modificado de Bellairs; Osmond (2014). 

 

2.6. Processamento histológico dos embriões 

O processamento dos embriões para emblocagem em historesina foi 

realizado baseado no protocolo de González Santander e colaboradores 

(1997), com adaptações. Foram processados 5 embriões por grupo 

experimental em cada um dos dois estádios de interesse, totalizando 80 

embriões.  

 

Preparo da Historesina 

A solução de uso foi preparada segundo o manual do kit de historesina 

(Leica Biosystems), diluindo-se 5g do pó ativador (peróxido de dibenzoíla) em 

50 ml de resina básica (hidroxietil metacrilato). Essa solução foi armazenada na 

geladeira. 
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Desidratação e infiltração 

Em microplaca de 24 poços foi feita lavagem dos embriões em PBS por 2 

horas. Em seguida, o material foi desidratado em série crescente de etanol (25, 

50, 70, 80 e 100%). Então, os embriões foram imersos na solução de pré-

infiltração (etanol 100% e historesina de uso, na proporção 1:1), por duas 

horas, e de infiltração (somente historesina de uso), por pelo menos 12 horas, 

ambas à temperatura ambiente. 

 

Emblocagem 

Após a infiltração, foi realizada a emblocagem em moldes plásticos, 

utilizando a solução de emblocagem (historesina de uso e endurecedor, na 

proporção 15:1). Sobre placa de gelo, foram adicionados 600 μl de solução de 

emblocagem nos moldes e os embriões foram orientados, com auxílio de pinça. 

Cada bloco recebeu uma etiqueta de identificação, que foi imersa na 

historesina. Para polimerização mais rápida, os blocos foram mantidos em 

dessecador a vácuo, com sílica, por, no mínimo, 48 horas. 

Após a polimerização, os blocos foram retirados do dessecador e 

mantidos em estufa a 37°C, por 12 horas, para completa secagem da 

superfície.  

 

Microtomia 

Após secagem em estufa, os blocos foram retirados dos moldes e 

armazenados em frasco com sílica. Para a realização das secções histológicas, 

os blocos foram previamente fotografados em câmera (Axiocam 503, Zeiss) 

acoplada ao estereomicroscópio (Discovery.V12, Zeiss) e o tamanho dos 

embriões foi mensurado no software Zen pro 2.6 (Zeiss) (FIGURA 5). A partir 

dessa medição, foi calculado o número de cortes a serem desprezados em 

cada bloco, de modo a coletar cortes das diferentes regiões de interesse nesse 

estudo (Item 2.5).  
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FIGURA 5 - MENSURAÇÃO DO COMPRIMENTO DO EMBRIÃO 

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

 

Para a microtomia dos blocos foi utilizado micrótomo semiautomático 

(Leica RM 2145) e navalhas de aço permanentes ou descartáveis próprias para 

resinas mais rígidas (Technovit® Histoblade). Os blocos foram desbastados até 

o material alcançar a face de corte. Para confirmar o início do material, 

algumas secções foram coradas com azul de toluidina. Uma vez confirmada a 

presença de material nos cortes, estes foram coletados, dispostos sobre gotas 

de água em lâminas de vidro e distendidos em placa aquecida. Após a 

secagem das lâminas, estas foram armazenadas até a coloração.  

A partir de cada um dos 80 blocos foram confeccionadas 10 lâminas em 

triplicata (total de 30 lâminas por bloco), totalizando 2400 lâminas (FIGURA 6), 

abrangendo as três regiões de interesse, para coloração com hematoxilina e 

eosina (H&E) e ácido periódico de Schiff (PAS), além de uma replicata caso 

fosse necessário repetir alguma coloração. 
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FIGURA 6 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA DISPOSIÇÃO DOS CORTES NAS 
LÂMINAS 

 
Representação esquemática da disposição dos cortes nas lâminas. Os três primeiros cortes 
foram colocados sobre a lâmina 1A, os próximos três na 1B e os seguintes na 1C. Então, 
retornou-se para a lâmina 1A, sempre adicionando os cortes de três em três. Após finalizar as 
lâminas “1”, foi realizado o desbaste de “n” cortes, de acordo com o tamanho do embrião, e o 
processo se repetiu até que todo o embrião fosse cortado. Foram obtidas 10 lâminas por 
embrião, em triplicata, para H&E, PAS e uma replicata. FONTE: A autora (2019). 
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Coloração de hematoxilina e eosina (H&E) 

Nessa coloração foram preparadas 800 lâminas. As secções histológicas 

foram hidratadas em água destilada (3 minutos), coradas com hematoxilina de 

Harris (30 minutos), lavadas em água da torneira corrente (10 minutos) e água 

destilada (2 vezes, por imersão). Posteriormente, foram coradas com eosina 

aquosa 1% (12 minutos). Após a completa secagem, as lâminas foram 

cobertas com Entellan® (Merk) e lamínula. 

 

Histoquímica com Ácido periódico de Schiff (PAS) 

Com essa marcação histoquímica foram preparadas 800 lâminas. 

Primeiro, foi feita a desplastificação dos cortes em 3 etapas, no shaker: 1) 

metacrilato, por 2 horas; 2) xilol + clorofórmio 1:1, por 1 hora; 3) xilol por 30 

minutos. Depois, as secções foram hidratadas em série decrescente de etanol 

(100, 95 e 90 %), para remover o xilol, e secas à temperatura ambiente. Após a 

secagem, foram hidratadas em água destilada e expostas ao ácido periódico 

1%, por 2 horas. Posteriormente foram lavadas em água corrente (20 minutos), 

coradas com Reativo de Schiff (2 horas), lavadas em água da torneira (20 

minutos), água destilada (2 vezes por imersão) e contracoradas com 

hematoxilina de Harris (15 minutos). Após a completa secagem, as lâminas 

foram cobertas com Entellan® (Merk) e lamínula. 

 

2.7. Análise morfológica tecidual  

Foram utilizados 5 embriões de cada estádio por grupo experimental, 

totalizando 80 embriões.  

As lâminas foram analisadas sob microscópio de luz e documentadas 

utilizando o fotomicroscópio (Olympus BX40) do Laboratório de Ficologia, do 

departamento de Botânica da UFPR. As estruturas presentes nas secções 

histológicas foram identificadas com auxílio de diferentes atlas do 

desenvolvimento de embrião de galinha (SCHOENWOLF, 2001; 

SCHOENWOLF; MATHEWS, 2003; BELLAIRS; OSMOND, 2014).  
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Índice de lesão embrionária 

Foram analisadas 10 lâminas por embrião, com a avaliação de pelo 

menos 4 secções por lâmina, totalizando 800 lâminas e 3200 secções 

analisadas. A partir da análise das lâminas, foi elaborado um índice, 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 embriões de galinha em estágios iniciais de 

desenvolvimento, para representar o nível de gravidade das alterações 

morfológicas encontradas nos embriões, uma vez que não há na literatura uma 

metodologia de avaliação histopatológica de embriões no início do 

desenvolvimento. Para a obtenção do índice, foi considerada a morfologia de 

diversas estruturas presentes no organismo embrionário, a importância 

patológica das alterações observadas e a sua extensão (QUADRO 3). O índice 

de lesão embrionária (ILE) foi definido como a soma da multiplicação dos 

fatores de importância (F) das alterações encontradas pela sua extensão (e) 

em níveis axiais. Além disso, foi calculado o índice de alterações observadas 

no tubo neural.  
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QUADRO 3 – ÍNDICE DE LESÃO EMBRIONÁRIA PARA EMBRIÕES DE AVE EM ESTÁGIOS 
INICIAIS DE DESENVOLVIMENTO 

Parâmetro Descrição 

Estruturas 
Brotos dos membros; coração e vasos sanguíneos; ectoderme; 

gânglios cranianos; mesoderme; notocorda; somitos; tubo 

digestório; túbulos e ductos mesonéfricos; tubo neural; vesículas 

ópticas e auditivas.  

Extensão da alteração 

(E) 
Quantidade de lâminas sequenciais em que a alteração é 

observada.  

Fator de importância (F) 
Indica a importância patológica da alteração e pode receber o valor 

1, 2 ou 3. Onde: 
Baixa (F=1): Presença de células apoptóticas na estrutura; 

presença de células apoptóticas e/ou fragmentos celulares na luz 

da estrutura. 
Moderada (F=2): Alterações na forma (ex. tubo neural com mais de 

um lúmen em região de neurulação primária) e na arquitetura da 

estrutura (ex. massas anormais, desorganização, vacúolos, 

aumento ou redução de espessura e/ou tamanho, células se 

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

ausência da estrutura. 

Índice de lesão 

embrionária (ILE)   

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

 

Histoquímica 

Foi realizada uma análise semiquantitativa da marcação histoquímica com 

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

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

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

Então, utilizando o software FIJI, foi avaliada a intensidade da coloração 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. Análise estatística 

Os dados de mortalidade, ocorrência de malformações e embriões com 

estádio indefinido foram analisados com o Teste Exato de Fisher. O índice de 

lesão e a intensidade média da marcação com PAS foram submetidos ao teste 

de normalidade Shapiro-Wilk e, posteriormente, analisados pelo teste de 

Kruskal-Wallis com pós-teste de Dunn para múltiplas comparações. Em todas 

as análises, os grupos expostos aos contaminantes isoladamente foram 

comparados com o grupo controle e com as demais concentrações do mesmo 

contaminante, para avaliar efeito concentração dependente. Já o grupo mistura 

foi comparado com os grupos expostos isoladamente às concentrações 

presentes na mistura. Para avaliar o efeito da exposição ao longo do tempo, 

foram também comparados os diferentes tempos de incubação em uma 

mesma concentração. Todos os dados foram analisados com o software 

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

 

2.9. Análise de redes de interação 
 

Coleta de dados 

Primeiramente, foi realizada uma busca no Comparative Toxicogenomics 

Database (CTD http://ctdbase.org) por dados de genes cuja expressão é 

afetada pela exposição ao Cd e ao PFOA. O módulo VennViewer (CTD) foi 

utilizado para avaliar a associação de genes e comparação de data sets para 

os compostos químicos PFOA e Cd, de maneira isolada e em conjunto.  

Todas as interações resultantes da busca nesse banco de dados foram 

curadas e o grau de interação entre os compostos e os genes seguiu o default 

de pesquisa (aumenta, diminui ou afeta em graus inespecíficos). A lista de 

genes com interações em comum com o PFOA e o Cd na espécie Gallus gallus 

foi utilizada para as análises de redes de interação 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 interações foi construída com os seguintes 

parâmetros: 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 interação 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 construída com uma especificidade média, com o mínimo 

de 5 genes por cluster e conectividade (Kappa Score) de 0.4. Apenas vias que 

foram significativamente enriquecidas utilizando o teste estatístico de 

Enrichment/Depletion (Two-sided hypergeometric teste) com correção 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. Avaliação dos animais com 21 dias de incubação 

Com essa análise objetivamos avaliar a presença de malformações em 

animais eclodidos e não eclodidos. Foram realizados três experimentos piloto 

para padronização das condições de incubação. No primeiro, somente ovos 

controle foram incubados, por 21 dias, sendo 15 controle fechado (sem injeção) 

e 15 com injeção de solução de NaCl 0,9% (veículo), totalizando 30 ovos. Nos 

dois seguintes foram incubados ovos controle veículo, 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 incubação, os ovos foram mantidos na posição 

vertical, com a câmara de ar voltada para cima. A partir de então, foram 

colocados na posição horizontal e o motor de viragem da incubadora foi ligado, 

girando os ovos a cada 20 minutos. No 19º dia de incubação, a viragem dos 

ovos foi interrompida para que os embriões pudessem se posicionar 

corretamente para o processo de bicagem na casca (FIGURA 7). Foi feita a 

ovoscopia (FIGURA 8 A-C) e os ovos não viáveis foram retirados da 

incubadora e abertos para determinar o dia aproximado da morte ou a não 

retomada do desenvolvimento.  



92 
 

 

Foram considerados inviáveis os ovos que se apresentaram “claros” no 

momento da ovoscopia (FIGURA 8 A), ou com “mancha escura” incompatível 

com 19 dias de incubação (FIGURA 8 B). Foram considerados ovos viáveis os 

que estavam totalmente “escuros” (FIGURA 8 C), sendo possível a observação 

da câmara de ar como a única região “clara”. Após a ovoscopia, os ovos foram 

separados por grupo experimental e acomodados em recipientes para que os 

animais de grupos diferentes não se misturassem após a eclosão (FIGURA 8 

D).  

 
FIGURA 7 – POSIÇÃO NORMAL PARA ECLOSÃO 

 
Região dorsal do embrião está paralela ao eixo mais comprido do ovo e o bico fica posicionado 
embaixo da asa direita. A ponta do bico fica direcionada para a câmara de ar, na extremidade 
arredondada do ovo. Dessa forma, a asa afasta a membrana na casca da face do embrião e 
proporciona mais liberdade de movimento ao bico. A asa também ajuda a esticar a membrana 
interna da casa e auxilia na perfuração dessa membrana pelo bico. Assim, o embrião consegue 
acesso à câmara de ar e inicia a respiração pulmonar. O embrião assume essa posição no 19º 
dia de incubação. FONTE: Ross Tech (2010).  
 

FIGURA 8 - OVOSCOPIA NO 19º DIA DE INCUBAÇÃO E ACOMODAÇÃO DOS OVOS 

 
A: Ovo com embrião morto precocemente ou que não retomou o desenvolvimento. B: Ovo com 
embrião morto aproximadamente no 9º dia de incubação. C: Ovo com o embrião compatível 
com 19 dias de incubação. D: Ovos acomodados para eclosão. CA: câmara de ar. FONTE: A 
autora (2018). 

Aproximadamente no 20º de incubação o embrião realiza a bicagem 

(FIGURA 9 A), que consiste em fazer pequena rachadura na casca do ovo com 

o seu eggtooth, uma estrutura presente no bico exclusiva para essa função. 

Esse processo requer muita energia, então após esta rachadura inicial ser feita, 

o embrião repousa por até 10 horas antes de continuar a quebrar a casca para 
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eclodir. Após a eclosão, os animais foram mantidos na incubadora até a 

completa secagem das penas (FIGURA 9 B). Após 3 dias da eclosão do último 

animal, se ainda houvesse ovos não eclodidos, esses foram tirados da 

incubadora e abertos, para determinar o dia aproximado da morte do embrião e 

analisar a anatomia externa, quando possível. Os animais que completaram 19 

dias de desenvolvimento ou mais, foram fotografados e a anatomia e 

posicionamento embrionários foram avaliados. 
 

FIGURA 9 – BICAGEM E ECLOSÃO 

 
A: Bicagem da casca. B: Indivíduos eclodidos. FONTE: A autora (2018). 

 

Os indivíduos que eclodiram foram pesados, identificados, o sexo foi 

determinado e a anatomia externa analisada. A sexagem foi realizada 

verificando-se o padrão de comprimento das camadas das penas nas asas 

(COBB-VANTRESS, 2008) (FIGURA 10 A). A análise anatômica dos animais 

foi realizada considerando as seguintes características: membros superiores e 

inferiores, face e fechamento adequado da parede torácica 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 Laboratório de Embriotoxicologia da UFPR, medindo 

36x47x33 cm (CARVALHO et al., 2008; MÜLLER et al., 2008), bem como a 

estante (FIGURA 10 C) para acomodação 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 lâmpada. Uma lâmpada halógena de 70 

W foi utilizada para garantir a temperatura na caixa (FIGURA 10 D). Durante o 

período de permanência na caixa-ninho, foi ofertada ração inicial para aves 

(Supra Inicial) e água ad libitum (FIGURA 10 E). Os animais foram mantidos no 

aviário do Setor de Ciências Biológicas por 8 dias para a realização de testes 
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comportamentais, não contemplados nessa tese. Após esse período, os 

animais foram anestesiados (isoflurano,  5%) e eutanasiados por 

deslocamento cervical. Então, foram coletados o encéfalo, fígado, coração e 

sistema reprodutor para serem avaliados em outros estudos desenvolvidos no 

Laboratório de Embriotoxicologia.  
 

FIGURA 10 - SEXAGEM E MANUTENÇÃO DOS ANIMAIS 

 
A: Sexagem dos animais. Fêmea, penas secundárias (P2ª) mais curtas que as primárias (P1ª). B: Caixa-
ninho com lâmpada e bebedouro. C: Estante para acomodação das caixas-ninho. D e E: Animais na caixa 
com lâmpada e ração e água ad libitum. FONTE: A autora (2018). 
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3. Resultados 

3.1. Mortalidade 

A ocorrência de mortalidade nos diferentes grupos experimentais por 

tempo de incubação está representada na FIGURA 11. A mortalidade 

embrionária no grupo controle foi de aproximadamente 20% do 2º ao 5º dia de 

incubação (FIGURA 11 A-D) e 30% no 6º e 8º (FIGURA 11 E-F). Aumento 

significativo na mortalidade foi observado no 3° dia de incubação, na 

concentração intermediária de Cd em relação ao controle (39%) (FIGURA 11 

B), no 6º dia, na menor concentração de Cd (64%) (FIGURA 11 E), e no 8° dia, 

nas concentrações de 0,5 (59%) e 50 ng.ml-1 de PFOA, quando atingiu 62% 

(FIGURA 11 F). Além disso, nas concentrações de 0,05 e 0,5 μg.ml-1 de Cd, 

houve efeito concentração dependente, no 2º e 6º dias, com elevação e 

redução da mortalidade, respectivamente (FIGURAS 11 A e E). Também foi 

avaliada a mortalidade ao longo do tempo (FIGURA 12), porém não houve 

diferença significativa em relação aos tempos de incubação dentro de uma 

mesma concentração. 

Os resultados de mortalidade estão resumidos na TABELA 1. 
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FIGURA 11 - MORTALIDADE EMBRIONÁRIA 

 
Asteriscos (*) indicam diferença estatística em relação ao grupo controle: *p<0.05, **p<0,01. 
Sinal positivo (+) indica efeito concentração dependente: +p<0,05; Teste Exato de Fisher. 
Número mínimo de ovos por grupo = 20. FONTE: A autora (2022). 
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FIGURA 12 - MORTALIDADE EMBRIONÁRIA AO LONGO DO TEMPO 

 
FONTE: A autora (2022). 
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TABELA 1 – RESUMO DOS RESULTADOS DE MORTALIDADE 

Sombreado vermelho: Aumento significativo em relação ao controle. Seta horizontal: Vermelha 
– aumento significativo em relação à concentração do mesmo contaminante; Verde: Redução 
significativa em relação à concentração do mesmo contaminante. FONTE: A autora (2022). 
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3.2. Ocorrência de malformações 

A ocorrência de alterações morfológicas teve resultado 

significativamente diferente do controle em todos os tempos de incubação 

testados, em pelo menos um dos grupos experimentais (FIGURA 13 A-F). No 

grupo controle, a porcentagem de embriões malformados variou de 7-15% ao 

longo do período avaliado. Os resultados mais expressivos ocorreram no 2° e 

4° dias, porém não houve diferença entre os grupos expostos. No 2° dia, 24, 32 

e 35% dos embriões expostos ao PFOA, nas concentrações de 0,5, 5 e 50 

ng.ml-1, respectivamente, apresentaram algum tipo de alteração na morfologia. 

Já nos grupos expostos ao Cd anormalidades morfológicas ocorreram em 31, 

34 e 36%, nas concentrações de 0,05, 0,5 e 5 μg.ml-1, respectivamente. No 

grupo exposto à mistura de PFOA e Cd, a ocorrência de malformações foi de 

41%, sendo significativamente maior que no controle, entretanto, não foi 

diferente dos grupos expostos às concentrações isoladas (FIGURA 13 A). Nos 

embriões expostos por 4 dias, houve aumento significativo nas malformações 

em todas as exposições isoladas, com 29% de embriões malformados no 

PFOA 0,5 e 5 ng.ml-1, 33% no PFOA 50 ng.ml-1 e 32, 33, e 39% no Cd 0,05, 0,5 

e 5 μg.ml-1, respectivamente (FIGURA 13 C). 

No 6º e 8° dia, foi observado efeito de mistura, onde o grupo exposto ao 

PFOA e Cd foi estatisticamente diferente do controle e, também, da exposição 

isolada ao PFOA e Cd no 6°, e ao Cd no 8° dia (FIGURA 13 E-F). Já efeito 

concentração dependente houve somente no 5º dia com redução na 

porcentagem de embriões malformados no grupo exposto a 0,5 μg.ml-1 em 

relação à concentração de 0,05 μg.ml-1 de Cd, de 60 para 15% (FIGURA 13 D). 

Na variável tempo de exposição (FIGURA 14 A-C), ocorreu diferença 

significativa entre dias de incubação somente para os embriões expostos à 

mistura, entre os dias 5 e 6, quando houve um aumento na ocorrência de 

malformações, de 20 para 74% (FIGURA 14 C).  

Os resultados da ocorrência de malformações gerais estão resumidos na 

TABELA 2. 
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FIGURA 13 - OCORRÊNCIA DE MALFORMAÇÕES GERAIS 

 
Asteriscos (*) indicam diferença estatística em relação ao grupo controle: *p<0.05, **p<0,01, 
***p<0,001, ****p<0,0001. Sinal positivo (+) indica efeito concentração dependente: +p<0,05. 
Cerquilha (#) indica efeito de mistura: #p<0,05, ##p<0,01; Teste Exato de Fisher. Número 
mínimo de embriões por grupo = 8. FONTE: A autora (2022). 
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FIGURA 14 - OCORRÊNCIA DE MALFORMAÇÕES GERAIS AO LONGO DO TEMPO 

 
Teste exato de Fisher. *p<0,05. FONTE: A autora (2022). 
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TABELA 2 – RESUMO DOS RESULTADOS DE OCORRÊNCIA DE MALFORMAÇÕES 
GERAIS 

 
Sombreado vermelho: Aumento significativo em relação ao controle. Seta horizontal verde: 
Redução significativa em relação à concentração do mesmo contaminante. Na coluna do grupo 
PFOA+Cd, a seta vertical seguida do nome do contaminante representa aumento significativo 
em relação à exposição isolada. FONTE: A autora (2022). 
 

Malformações foram encontradas por todo o embrião. Na região cefálica, 

foram observadas vesículas encefálicas abertas (FIGURA 15 A, C, D e E), 

falhas na subdivisão das vesículas e/ou tamanho reduzido (FIGURA 15 B, C e 

G) e microftalmia (FIGURA 15 C e G). Na região do tronco ocorreu TN aberto 

(FIGURA 15 E-G) e presença de corpo duplicado (FIGURA 15 G). Já na região 

caudal foram observados encurtamento (FIGURA 15 B) e ausência da cauda 

(FIGURA 15 C e H). 
FIGURA 15 – MALFORMAÇÕES 

 
Malformações observadas nos embriões expostos: A: Cd 5 μg.ml-1 (3 dias). B: PFOA 0,5 ng.ml-1 

(3 dias). C: PFOA 5 ng.ml-1 (4 dias). D: PFOA 5 ng.ml-1 (5 dias). E: PFOA 50 ng.ml-1 (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): 
Região cefálica alterada. Área circulada: Tubo neural aberto. Cabeça de seta branca: Região 
caudal malformada, ausência da cauda. Cabeça de seta preta: Região caudal encurtada. 
Asterisco: Microftalmia. 1 e 2: Duas regiões do tronco e caudal em um embrião. FONTE: A 
autora (2018). 

* 
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As alterações de interesse nesse estudo e também as que ocorreram com 

mais frequência nos embriões expostos foram aquelas relacionadas ao 

processo de neurulação. Dessa forma, focamos nossas análises nas alterações 

encontradas no TN na região cefálica (FIGURA 16), do tronco e caudal 

(FIGURA 17).  

A ocorrência de malformações no TN, tanto na região cefálica (FIGURA 

16 A) quanto na do tronco e caudal (FIGURA 17 A), foi significativamente maior 

em todos os grupos de embriões expostos por 2 dias. Na região cefálica 

também foi observado efeito de mistura no 2º dia, com o grupo exposto ao 

PFOA e Cd sendo estatisticamente distinto do exposto ao PFOA 5 ng.ml-1. No 

3° dia de incubação, houve aumento na porcentagem de embriões que 

apresentaram alterações no TN na região cefálica na maior concentração de 

Cd (5 μg.ml-1) (FIGURA 16 B), enquanto que na região do tronco e caudal esse 

aumento foi significativo na menor concentração de PFOA (5 ng.ml-1) e em 

todas as de Cd (FIGURA 17 B). No 4° dia, a porcentagem de embriões com 

malformações no TN na região cefálica foi maior que no controle nas maiores 

concentrações de PFOA (5 e 50 ng.ml-1) e Cd (0,5 e 5 μg.ml-1) e também na 

mistura (FIGURA 16 C). Além disso, houve efeito dependente da concentração 

na exposição ao Cd. Ainda, aos 4 dias de incubação, a ocorrência de 

alterações no TN da região do tronco e caudal foi significativamente maior na 

concentração mais elevada de PFOA (50 ng.ml-1), bem como na média e maior 

de Cd (0,5 e 5 μg.ml-1). No 5º dia, alterações no TN na região do tronco e 

caudal ocorreram na menor concentração de Cd. Nos demais dias analisados, 

não foram observadas alterações estatisticamente significativas em relação ao 

controle nessas regiões.  

As alterações encontradas nos embriões expostos, principalmente as 

mais graves na região cefálica, muitas vezes comprometiam a determinação 

correta do estádio embrionário, pois, nos primeiros dias de desenvolvimento, as 

características dessa região são cruciais para a classificação em estádios. 

Dessa forma, aqueles embriões em que as alterações morfológicas impediram 

a determinação do estádio, foram denominados como embriões com estádio 

indefinido (FIGURA 18). A ocorrência desses embriões foi mais frequente no 

2°, 3° e 4° dias de incubação, sendo significativa em todos os grupos 
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experimentais aos 2 dias, na concentração de Cd 0,5 μg.ml-1 e na mistura no 3° 

dia, e apenas na concentração de Cd 5 μg.ml-1 no 4° dia.  

Os resultados da ocorrência de malformações no tubo neural estão 

resumidos na TABELA 3. 

FIGURA 16 – OCORRÊNCIA DE MALFORMAÇÕES NO TUBO NEURAL NA REGIÃO 
CEFÁLICA 

 
Asteriscos (*) indicam diferença estatística em relação ao grupo controle: *p<0.05, **p<0,01, 
***p<0,001, ****p<0,0001. Sinal positivo (+) indica efeito concentração dependente: +p<0,05. 
Cerquilha (#) indica efeito de mistura: #p<0,05, #p<0,01; Teste Exato de Fisher. Número 
mínimo de embriões por grupo = 8. FONTE: A autora (2022). 
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FIGURA 17 - OCORRÊNCIA DE MALFORMAÇÕES NO TUBO NEURAL NAS REGIÕES DO 
TRONCO E CAUDAL 

 
Asteriscos (*) indicam diferença estatística em relação ao grupo controle: *p<0.05, **p<0,01, 
***p<0,001, ****p<0,0001; Teste Exato de Fisher. Número mínimo de embriões por grupo = 8. 
FONTE: A autora (2022). 
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FIGURA 18 - PORCENTAGEM DE EMBRIÕES COM ESTÁDIO INDEFINIDO 

  
Asteriscos (*) indicam diferença estatística em relação ao grupo controle: *p<0.05, **p<0,01, 
***p<0,001, ****p<0,0001; Teste Exato de Fisher Número mínimo de embriões por grupo = 8. 
FONTE: A autora (2022). 
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TABELA 3 – RESUMO DOS RESULTADOS DE OCORRÊNCIA DE MALFORMAÇÕES NO 
TUBO NEURAL E EMBRIÕES COM ESTÁDIO INDEFINIDO 

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

 
 
 

3.3. Morfologia tecidual 

Quando dentro da normalidade, o TN da região cefálica apresenta 

dilatações para formar as vesículas encefálicas (FIGURA 19 A-C), enquanto 

nos demais níveis axiais da extensão do TN (região cervical, tronco e caudal) 

sua forma é elíptica, 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 núcleos alongados e posicionados em diferentes alturas no eixo 

apicobasal (FIGURA 20 A), sendo classificado como um epitélio 

pseudoestratificado colunar. Essa organização ocorre na região cefálica no 

HH14 e nos demais níveis axiais do TN no HH14 e HH18, ou seja, nas regiões 

cervical, tronco e caudal. Na região cefálica do HH18, o neuroepitélio já se 

expandiu e apresenta mais de uma camada de células (FIGURA 20 B). Em 

ambas as arquiteturas, os núcleos localizados na zona ventricular estão em 

fase de mitose, como observado pela presença de figuras mitóticas próximas 

ao lúmen do TN (FIGURA 20 A e B). 
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FIGURA 19 – FORMATO DO TUBO NEURAL 

Secções histológicas de embriões controle no HH18, evidenciando o formato do tubo neural. A-
C: Região cefálica. D: Região do tronco. DI: Diencéfalo. ML: Mielencéfalo. MT: Metencéfalo. 
NE: Neuroepitélio. OT: Vesícula ótica. Barra = 50 μm. FONTE: A autora (2022).  
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FIGURA 20 – ORGANIZAÇÃO DO NEUROEPITÉLIO 

 
Secções histológicas de embriões controle, evidenciando a arquitetura do neuroepitélio. Região 
do TN. A: Região do tronco de embrião no HH14. B: Região cefálica de embrião no HH18. L: 
Lúmen. NE: neuroepitélio. ZM: Zona marginal. ZV: Zona ventricular. Seta larga: Núcleo da 
célula neuroepitelial. Seta fina: Nucléolo. Asterisco (*): Célula em mitose. Barra = 50 μm. 
FONTE: A autora (2022). 
 

A maioria dos embriões controle apresentou a morfologia tecidual da 

região cefálica normal (FIGURA 21 A-C; FIGURA 22 A-B), sem alterações. Já 

os embriões expostos exibiram diferentes tipos e graus de alterações. Em 

ambos os estádios analisados, observamos a presença de grupamentos e/ou 

fragmentos celulares (FIGURA 21 D; FIGURA 22 C-E), ou ainda, massas 

(FIGURA 21 E) no lúmen do tubo neural. Na maioria dos casos, essas células 

apresentaram características morfológicas de células apoptóticas, com picnose 

e fragmentação nuclear (FIGURA 21 D; FIGURA 22 C). Ainda, nessa região 

houve a presença de células no neuroepitélio dorsal com o núcleo mais 

arredondado e mais corado que o normal, aparentando estarem se soltando e 

algumas delas, com núcleo fragmentado. (FIGURA 21 F). As alterações mais 

graves ocorreram nos embriões com estádio indefinido, observados em todos 

os grupos expostos (FIGURA 18), nos quais a estrutura do tubo neural exibiu 

grande desorganização na arquitetura das vesículas encefálicas (FIGURA 21 

G-I; FIGURA 22 E-F), falha no fechamento (FIGURA 21 H e I; FIGURA 22 G-H) 
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e também a presença de células no lúmen (FIGURA 22 E) e apoptóticas no 

neuroepitélio (FIGURA 21 H). 

 

FIGURA 21 – ALTERAÇÕES NO TUBO NEURAL NA REGIÃO CEFÁLICA, NO HH14 OU 
INDEFINIDOS COM 2 DIAS 

 
A-F: HH14. G-I: Estádio indefinido. A-C: Controle. D e D’: PFOA 0,5 ng.ml-1. D’: Menor aumento 
de D. E: PFOA 0,5 ng.ml-1 + Cd 0,5 μg.ml-1. F e F’: PFOA 0,5 ng.ml-1. F’: Menor aumento de F. 
G: PFOA 50 ng.ml-1. H: Cd 5 μg.ml-1. I: Cd 0,05 μg.ml-1. FR: Faringe. MS: Mesencéfalo. MT: 
Metencéfalo. NE: Neuroepitélio. OP: Vesícula óptica. OT: Vesícula ótica. TL: Telencéfalo. 
Cabeça de seta: Células com núcleo fragmentado. Seta: Células se desprendendo do 
neuroepitélio. Estrela ( ): TN aberto. Cerquilha (#): Massa celular no lúmen do TN. Barra: A-C 
e I = 100 μm; D-F e H = 50 μm. FONTE: A autora (2022). 
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As principais alterações histológicas identificadas no TN dos embriões 

expostos ao PFOA e Cd ocorreram na região do tronco e caudal, em ambos os 

estádios analisados (FIGURA 23 e 24). Grande parte das secções de embriões 

controle apresentou morfologia normal (FIGURA 23 A; FIGURA 24 A).  

Na região 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 próximas (FIGURA 23 E, L; FIGURA 24 C, D, J, O) ou muito 

afastadas (FIGURA 23 G e J). Além disso, houve alterações na forma do TN 

(FIGURA 23 G-L; FIGURA 24 C, F, J, L e N), como aumento ou redução da 

espessura das paredes (FIGURA 23 K e L; FIGURA 24 C, F e L) e/ou a 

presença de múltiplos 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-I), algumas delas com núcleo fragmentado (FIGURA 

23 C; FIGURA 24 B, E, G-I) e, na maioria das ocorrências, na porção dorsal do 

TN. Também foi observada a presença de células com o núcleo 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 apoptóticas, 

com picnose e fragmentação nuclear (FIGURA 23 H).  

Na região caudal de embriões no HH14 verificou-se tubo neural aberto 

(FIGURA 23 N) e a presença de células com picnose e fragmentação nuclear 

na região de ocorrência da NS (FIGURA 23 O). No HH18 não foram 

observadas alterações histológicas nessa região.  

O conjunto das alterações teciduais observadas como consequência da 

exposição ao PFOA e Cd foi compilado no índice de lesão embrionária 

(FIGURA 25) elaborado para esse trabalho. Nesse índice são consideradas as 

alterações observadas e a sua gravidade. No estádio HH14 houve aumento 

significativo das lesões na maior concentração de Cd, de 1 (controle) para 6,8 

(Cd 5 μg.ml-1). Já no HH18, houve aumento no nível de dano ao tecido 

embrionário em relação ao controle na concentração de 0,5 ng.ml-1 de PFOA e 

de 5 μg.ml-1 de Cd, onde o índice foi de 7,75 e 8,2, respectivamente. Em 

ambos os estádios avaliados, os embriões expostos à mistura apresentaram 

índice de lesão próximo aos dos grupos estatisticamente maiores que o grupo 

controle, porém não foram significativos. 
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Os resultados do índice de lesão embrionária estão resumidos na 

TABELA 4. 
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FIGURA 25 - ÍNDICE DE LESÃO EMBRIONÁRIA 

 
Média e erro padrão da média. Asteriscos (*) indicam diferenças estatística em relação ao 
grupo controle: *p<0.05; Teste de Kruskal-Wallis e pós-teste de Dunn. Número de embriões = 5 
por grupo experimental em cada estádio. FONTE: A autora (2022). 
 

TABELA 4 – RESUMO DOS RESULTADOS DO ÍNDICE DE LESÃO EMBRIONÁRIA 

 
Sombreado vermelho: Aumento significativo em relação ao controle. FONTE: A autora (2022). 
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A coloração histoquímica com PAS evidenciou a região da membrana 

basal do TN e da notocorda. A membrana basal da notocorda apresentou 

intensa marcação positiva, demonstrando-se mais espessa do que a do tubo 

neural (FIGURA 26). Visualmente não foi possível perceber diferenças entre os 

grupos experimentais, porém, quando avaliada de forma semiquantitativa a 

intensidade da marcação nas secções histológicas, foi possível diferenciar os 

grupos, principalmente no estádio HH18. No HH14 não houve diferença 

significativa entre os grupos expostos e o controle, somente um efeito da 

concentração de PFOA, que na maior (50 ng.ml-1) apresentou uma marcação 

menos intensa que na menor (0,5 ng.ml-1) (FIGURA 27 A). Já no HH18 ocorreu 

redução significativa na intensidade da marcação em todos os grupos 

expostos, exceto na concentração média de PFOA (5 ng.ml-1) e na mistura 

(FIGURA 27 B). Essa redução representa uma menor deposição de moléculas 

PAS-positivas nos embriões.  

Os resultados da intensidade da marcação com PAS estão resumidos na 

TABELA 5. 
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FIGURA 27 - INTENSIDADE DA MARCAÇÃO COM PAS 

 
Média e erro padrão da média. Asteriscos (*) indicam diferenças estatísticas em relação ao 
grupo controle: *p<0.05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001. Sinal positivo (+) indica efeito 
concentração dependente: +p<0,05, ++p<0,01; Teste de Kruskal-Wallis e pós-teste de Dunn. 
Número de embriões = 5 por grupo experimental em cada estádio, sendo que para cada 
embrião foram analisadas 9 imagens. FONTE: A autora (2022). 
 

TABELA 5 – RESUMO DOS RESULTADOS DA INTENSIDADE DA MARCAÇÃO COM PAS 

 
Sombreado verde: Redução significativa em relação ao controle. Seta horizontal: Vermelha – 
aumento significativo em relação à concentração do mesmo contaminante; Verde – redução 
significativa em relação à concentração do mesmo contaminante. FONTE: A autora (2022). 
 

A TABELA 6 resume os resultados de mortalidade, ocorrência de 
malformações, índice histopatológico e intensidade da marcação com PAS. 
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TABELA 6 – RESUMO DOS RESULTADOS 

 
Sombreado: Vermelho - aumento significativo em relação ao controle; Verde – redução 
significativa em relação ao controle. Seta horizontal: Vermelha – aumento significativo em 
relação à concentração do mesmo contaminante; Verde: redução significativa em relação à 
concentração do mesmo contaminante. Na coluna do grupo PFOA+Cd, a seta vertical seguida 
do nome do contaminante representa aumento significativo em relação à exposição isolada. 
FONTE: A autora (2022). 
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3.4. Redes de interação e enriquecimento funcional 
A partir da busca realizada no CTD para a espécie G. gallus foram 

encontrados 2926 genes alterados pela exposição ao PFOA e 3072 ao Cd. 

Com o emprego da ferramenta VennViewer, foi gerado um diagrama 

mostrando que 859 genes têm a sua expressão alterada pela exposição aos 

dois contaminantes (FIGURA 28), representados na intersecção. 

Posteriormente, no software Cytoscape foi avaliada a interação entre esses 

genes e a construção da rede foi de acordo com as vias que fazem parte as 

proteínas codificadas pelos genes (FIGURA 29), agrupando-as. Entre as 90 

vias envolvidas com os genes diferentemente expressos, 12 têm papel 

importante durante o desenvolvimento embrionário (QUADRO 4), sendo elas: 

1) interação com receptores de matriz extracelular; 2) moléculas de adesão 

celular; 3) junções aderentes; 4) junções de oclusão; 5) junções GAP; 6) 

regulação do citoesqueleto de actina; 7) via de sinalização Wnt; 8) ciclo celular; 

9) via da p53; 10) apoptose; 11) via de sinalização por cálcio; e 12) via de 

sinalização PPAR. 

 

FIGURA 28 - GENES CURADOS 

 
Diagrama representando os genes curados relacionados à exposição ao Cd e PFOA, obtido 
com a ferramenta VennViewer do CTD. FONTE: A autora (2022). 
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FIGURA 29 - REDE DE INTERAÇÃO ENTRE VIAS E ENRIQUECIMENTO FUNCIONAL  

 
Rede construída no software Cytoscape com o app ClueGO. Os círculos (ou nós) mais centrais 
de cada grupo da mesma cor representam as vias, cujo tamanho reflete o grau de interação 
dentro da rede. Os círculos ao redor representam as proteínas que conectam outras proteínas 
ou vias. As linhas (ou vértices) indicam as interações entre vias ou proteínas. Em destaque 
com as circunferências pontilhadas, são mostradas as vias relevantes ao desenvolvimento 
embrionário. FONTE: A autora (2022).  
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QUADRO 4 – ENRIQUECIMENTO FUNCIONAL 

Vias/Funções Número de 
genes Genes afetados pela exposição ao PFOA e Cd 

Interação com 
receptor de 

matriz 
extracelular 

12 CD36, COL1A1, COL1A2, COL4A1, COL4A2, COL6A3, DAG1, 
FN1, ITGA2, ITGA6, VTN, VWF 

Moléculas de 
adesão celular 8 ALCAM, CDH1, CDH2, CLDN11, CNTN1, ITGA6, OCLN, SELE 

Junções 
aderentes 13 ACP1, CDH1, CTNNB1, EGFR, ERBB2, IGF1R, LEF1, MAPK3, 

SNAI1, SRC, TGFBR1, TGFBR2, TJP1 

Junções de 
oclusão 11 CCND1, CLDN11, ERBB2, EZR, HSPA4, JUN, MYL12A, OCLN, 

PRKAA1, SRC, TJP1 

Junções GAP 15 CDK1, EGF, EGFR, GJA1, GRB2, MAP2K1, MAPK3, PDGFA, 
PDGFRA, PDGFRB, PRKACA, PRKCA, SRC, TJP1, TUBB2A 

Regulação do 
citoesqueleto 

de actina 
24 

ARHGAP35, ARPC4, BCAR1, CXCL12, EGF, EGFR, EZR, F2, 
FN1, ITGA2, ITGA6, KNG1, MAP2K1, MAPK3, MYL12A, 

PDGFA, PDGFRA, PDGFRB, PFN2, PIK3R1, SRC, TGFB1I1, 
TMSB4X, TMSB4Y 

Via de 
sinalização 

Wnt 
13 CACYBP, CCND1, CCND3, CTNNB1, FZD2, GSK3A, JUN, 

LEF1, MYC, PRKCA, SERPINF1, WNT3A, WNT5A 

Ciclo celular 24 
BUB1, CCNA1, CCNA2, CCNB1, CCND1, CCND3, CCNE1, 
CDC20, CDK1, CDKN1A, CDKN1B, CDKN2B, GADD45A, 

GADD45B, GADD45G, GSK3A, MCM2, MCM4, MCM5, MDM2, 
MYC, TGFB1, TGFB3, WEE1 

Via de 
sinalização p53 18 

BCL2, BCL2L1, CASP9, CCNB1, CCND1, CCND3, CCNE1, 
CDK1, CDKN1A, CYCS, GADD45A, GADD45B, GADD45G, 

IGF1, IGFBP3, MDM2, PTEN, RRM2 

Apoptose 27 
ATF4, BAK1, BCL2, BCL2L1, CASP9, CHUK, CTSB, CTSD, 

CTSH, CTSK, CYCS, DDIT3, ERN1, FOS, GADD45A, 
GADD45B, GADD45G, JUN, MAP2K1, MAPK3, NFKB1, 

NFKBIA, PIK3R1, RELA, TNFRSF10B, TNFRSF1A, TNFSF10 

Via de 
sinalização por 

cálcio 
13 EGFR, ERBB2, ERBB3, LHCGR, NOS2, PDGFRA, PDGFRB, 

PPIF, PRKCA, SLC25A4, SLC25A5, VDAC1, VDAC2 

Via de 
sinalização 

PPAR  
25 

ACAA1, ACADL, ACOX1, ACSL1, ACSL5, ANGPTL4, APOA1, 
APOA2, CD36, CPT1A, CPT2, DBI, FABP1, FABP4, FABP5, 
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 não eclodidos 

No total, foram realizados 3 experimentos. O primeiro somente com 

embriões controle e obtivemos uma eclodibilidade de 19% no grupo controle 

fechado (CF) e 27% no veículo (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 embriões controle veículo 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-1 e 1 do Cd 0,5 μg.ml-1 (TABELA 7). 

TABELA 7 – Resultados dos experimentos de eclosão 

Grupos Controle PFOA Cd 
Fechado Veículo 0,5  5 50 0,05  0,5  5 

Nº de ovos 
incubados 27 27 12 12 12 12 12 12 

Nº Individuos 
eclodidos 5 7 0 1 1 0 1 0 

Eclodibilidade (%) 19 26 0 8 8 0 8 0 

Mortalidade (%) 81 74 100 91 91 100 91 100 

Mortalidade após 
18 dias (%) 0 8 66 33 50 50 58 58 

Malposicionamento 
(%) 0 0 16 8 25 25 16 16 

Malformados com 
18 dias (%) - - - - 16 - 16 8 

Malformados 
eclodidos (%) - - - - 100 - - - 

FONTE: A autora (2022). 

Nos indivíduos eclodidos foi observada somente uma malformação em 

um indivíduo (FIGURA 30) do grupo PFOA 50 ng.ml-1. No dia da eclosão o 

animal apresentou fechamento incompleto da parede abdominal na região 

umbilical, com pequena protrusão aparente de alças intestinais (FIGURA 30 A 

e B), porém o fechamento se completou e no oitavo dia após a eclosão a 

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

 
Indivíduo do grupo PFOA 50 ng.ml-1 apresentando fechamento incompleto da parede 
abdominal e extrusão de alças intestinais (A e B). Em C, a parede abdominal está totalmente 
fechada. A: Dia da eclosão. B: Terceiro dia após eclosão. C: Oitavo dia após eclosão. FONTE: 
A autora (2018). 

 

Após 3 dias da eclosão do último animal os ovos com embriões não 

eclodidos foram abertos e a anatomia externa foi analisada (FIGURA 31). Os 

embriões controle não apresentavam malformações ou posicionamento 

incorreto do embrião dentro do ovo (FIGURA 31 A). Nos embriões que 

morreram aproximadamente entre o 18º e 21º dia, foram observados 

posicionamento incorreto do embrião no ovo, frequentemente com a cabeça do 

embrião voltada para a extremidade menor do ovo, oposta à câmara de ar 

(FIGURA 31 B), e malformações (FIGURA 31 C-G), sendo encontradas 

alterações cefálicas e faciais, como encéfalo exposto (FIGURA 31 C-E) e 

alterações no bico (FIGURA 31 C, E-F), além de extrusão visceral (FIGURA 31 

D, E e G) e coração para fora da cavidade torácica (FIGURA 31 E). 
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FIGURA 31 - ANATOMIA DOS ANIMAIS NÃO ECLODIDOS 

 
A: Embrião controle, sem malformações e na posição normal de nascimento. B-G: Embriões 
expostos. B: PFOA 0,5 ng.ml-1, sem malformações e mal posicionado; C: PFOA 50 ng.ml-1, 
apresentando encéfalo exposto (cabeça de seta) e bico malformado (seta fina); D: PFOA 50 
ng.ml-1, com extrusão visceral (seta larga); E: Cd 0,5 μg.ml-1, apresentando encéfalo exposto 
(cabeça de seta), bico malformado (seta fina), ectopia cordis (asterisco) e extrusão visceral 
(seta larga); F: Cd 5μg.ml-1, com malformações na face; G: Cd 0,5 μg.ml-1, apresentando 
extrusão visceral (seta larga). FONTE: A autora (2018). 
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4. Discussão 

A exposição ao PFOA e ao Cd é preocupante, pois esses contaminantes 

são bioacumuláveis e capazes de atravessar a barreira placentária (AL-SALEH 

et al., 2011; HANSSEN et al., 2013), atingindo o embrião/feto em 

desenvolvimento. Por isso, são necessários estudos para avaliação do 

potencial embriotóxico e teratogênico dessas substâncias. Nesse contexto, um 

fator importante para extrapolar os resultados obtidos com modelos animais 

para a condição humana, é a utilização de concentrações realistas. Para a 

execução desse estudo, realizamos o cálculo alométrico (DA COSTA et al., 

2021) para extrapolação da concentração média observada em humanos, para 

o embrião de galinha. Dessa forma, obtivemos as concentrações de PFOA 5 

ng.ml-1 e Cd 0,5 μg.ml-1, que foram usadas na exposição isolada e na mistura. 

Foi também utilizada uma concentração 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 interferência sobre a formação do 

tubo neural. Anteriormente, em estudo desenvolvido no nosso laboratório, foi 

demonstrado pela análise em montagem total, que esses contaminantes 

induzem malformações em embriões de galinha, com o aparecimento de 

alterações morfológicas no tubo neural e também em outras estruturas, como 

cauda, parede do corpo, coração e curvatura (YAMAMOTO et al., 2012; 

KMECICK et al., 2019). Porém, a análise por montagem total apresenta 

limitações e não permite avaliação mais detalhada das estruturas. Dessa 

forma, buscamos, através da análise histológica e de rede de enriquecimento 

funcional, caracterizar a embriotoxicidade desses compostos procurando por 

possíveis mecanismos teciduais e celulares, bem como genes alvo, envolvidos 

na indução de malformações no TN frente à exposição a esses contaminantes.  

Segundo os princípios da teratologia, postulados por Wilson (1977) e 

ainda utilizados na avaliação dos efeitos e na interpretação do risco 

teratogênico (GOMES et al., 2021), a mortalidade embrionária, malformações, 

atraso no desenvolvimento e alterações funcionais são manifestações da 

teratogênese. Wilson (1977) afirma que o estágio embrionário no momento da 

exposição é determinante na susceptibilidade a teratógenos. Em nosso 
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trabalho, empregamos dois desses parâmetros, a mortalidade e a ocorrência 

de malformações, com a exposição ocorrendo na fase de blástula. Nos 

embriões controle, a mortalidade e a ocorrência de malformações observadas 

estão de acordo com a normalidade nessas condições experimentais 

(YAMAMOTO et al., 2012; KMECICK et al., 2019; DA COSTA et al., 2021). Em 

ambos os parâmetros, obtivemos resultados significativos nos embriões 

expostos, demonstrando que esses contaminantes são embriotóxicos à galinha 

e, potencialmente aos embriões humanos. De forma geral, os compostos 

isolados tiveram maior influência nas malformações nos primeiros dias, quando 

ocorre o período inicial de desenvolvimento e organogênese e o embrião é 

mais sensível à ação de agentes externos, que podem causar morte 

embrionária e alterações morfológicas importantes (ALWAN; CHAMBERS, 

2015). No entanto, chama a atenção que o PFOA interferiu significativamente 

na mortalidade no 8º dia. Além disso, as alterações morfológicas, de modo 

geral, foram mais significativas nos primeiros dias de incubação e houve uma 

tendência à redução nos embriões do 6° ao 8° dia. Isso possivelmente ocorreu, 

pois os embriões em estágios iniciais são translúcidos, o que permite a 

visualização das estrututras, que são mais opacas, como as vesículas 

encefálicas e o restante do tubo neural. À medida que o desenvolvimento 

avança as estruturas observadas previamente são cada vez menos visíveis 

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, músculos e pele em 

formação (ex. vesículas encefálicas). Dessa forma, a ausência de alterações 

externas nos embriões com maior tempo de incubação não excluí a sua 

presença internamente. Além disso, nos primeiros dias de incubação os 

embriões apresentam menos estruturas e o estadiamento é feito a partir das 

características da região encefálica. Devido a essa região ser alvo da 

embriotoxicidade desses compostos (KMECICK et al., 2019), uma 

porcentagem significativa dos embriões foi impossível de estadiar, 

principalmente no 2° dia.  

Além disso, avaliamos a variável tempo de exposição na mortalidade 

embrionária e ocorrência de malformações. Era esperado que, com o avanço 

do desenvolvimento, as alterações morfológicas graves observadas nos 
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embriões em estágios mais iniciais (2-4 dias), representadas principalmente 

pela ocorrência de embriões com estádio indefinido, inviabilizassem a 

continuidade do desenvolvimento, aumentando a mortalidade ao longo do 

tempo. Esse aumento era esperado também devido ao maior tempo de 

exposição aos contaminantes, que é determinante na viabilidade embrionária 

(CONLEY; RICHARDS, 2008). Apesar da tendência na elevação da 

mortalidade observada ao longo do tempo, os aumentos não foram 

significativos. É possível que se essas condições de exposição fossem 

mantidas e o desenvolvimento avaliado por mais tempo, essa tendência se 

confirmaria, como foi observado pela baixa eclodibilidade dos animais 

expostos. Não há na literatura dados sobre a avaliação da mortalidade e 

ocorrência de malformações em embriões expostos ao PFOA, Cd e à mistura, 

ao longo do tempo, com a exposição ocorrendo antes do processo de 

gastrulação. Nossos resultados são, portanto, inéditos e contribuem com a 

compreensão dos efeitos desses contaminantes no início do desenvolvimento, 

em concentrações realistas. Porém, são necessários mais estudos para 

compreender a influência desses compostos, principalmente ao longo de um 

período maior do desenvolvimento.  

Na exposição conjunta, foi observado um efeito de mistura com aumento 

na ocorrência de malformações no 6° e 8° dias, cujos resultados diferiram 

significativamente do PFOA 5 ng.ml-1 e Cd 0,5 μg.ml-1 ou somente do Cd 0,5 

μg.ml-1, respectivamente, o que sugere um efeito aditivo na exposição 

combinada. De maneira geral, o efeito da mistura de substâncias pode se 

comportar de quatro formas, a depender da interação ou ausência de interação 

entre os componentes da mistura (FIGURA 32). O PFOA e o Cd pertencem a 

classes diferentes de compostos e, até onde se conhece, não compartilham ou 

competem por sítios biológicos alvo em animais, não interagem e não 

interferem no metabolismo e/ou detoxificação um do outro. Isso significa que as 

respostas biológicas desencadeadas pela sua exposição são diferentes e que, 

possivelmente, a toxicidade da mistura é equivalente à soma dos efeitos dos 

compostos isolados (HEYS et al., 2016). Apesar de atuarem 

independentemente, os seus efeitos se sobrepõem, alterando componentes de 

vias em comum e gerando uma resposta aditiva, com aumento da ocorrência 

das alterações observadas na exposição isolada. A análise de redes e 
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enriquecimento funcional corrobora essa afirmação. Porém, segundo Rider e 

colaboradores (2018), para afirmar qual o tipo de efeito de mistura ocorre na 

exposição a múltiplos contaminantes é necessário um desenho experimental 

específico, que não foi não empregado no presente estudo. Dessa forma, 

outros experimentos são necessários para avaliar os efeitos da exposição 

conjunta a essas substâncias no desenvolvimento embrionário e confirmar o 

tipo do efeito da mistura. Outra forma de avaliar o efeito de misturas é a 

utilização de modelos preditivos que podem, posteriormente, ser validados 

experimentalmente (BUREŠ et al., 2021).  

 
FIGURA 32 – ESQUEMA DE MODELOS TEÓRICOS DE EFEITOS DE MISTURAS 

 

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

 

O resultado é sutil em relação ao efeito dependente da concentração, 

sendo observados principalmente para o Cd em alguns parâmetros avaliados. 

Na exposição ao Cd, foi observado efeito dependente da concentração no 2° 

dia, com aumento da mortalidade, e no 4º dia, com elevação na ocorrência de 

alterações no tubo neural da região cefálica, ambos no grupo exposto ao Cd 

0,5 μg.ml-1 em relação ao Cd 0,05 μg.ml-1. Esses resultados são corroborados 

pela literatura, pois com o aumento nos níveis de exposição, um aumento no 
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efeito é esperado (WILSON, 1977; FRIEDMAN, 2010). O oposto aconteceu no 

5º dia, na ocorrência de malformações gerais, e no 6° na mortalidade, com 

redução no grupo Cd 0,5 μg.ml-1 em relação ao Cd 0,05 μg.ml-1. É possível 

propor que a redução das alterações morfológicas observadas nos embriões 

incubados e, portanto, expostos por 5 dias, impactou negativamente na 

viabilidade embrionária, levando a redução da mortalidade em estágios mais 

avançados, no 6° dia. Na exposição ao PFOA, houve efeito dependente da 

concentração na marcação histoquímica com PAS, entre a menor e a maior 

concentração, com aumento da intensidade no HH14 e redução no HH18. 

Esses resultados levantam a hipótese da presença do fenômeno de hormese, 

em que a dose-resposta é bifásica, e um menor nível de exposição apresenta 

um efeito maior, enquanto maiores concentrações resultam em menor efeito 

(CALABRESE, 2014). Porém, para confirmar a presença desse fenômeno é 

necessária a avaliação de curvas dose-resposta através de delineamentos 

experimentais e estatísticos específicos (NWEKE; OGBONNA, 2017).  

Entre os níveis de PFOA e Cd testados, o que alterou um maior número 

de parâmetros entre os analisados foi a maior concentração de Cd (5 μg.ml-1), 

seguida da menor (0,05 μg.ml-1) e média (0,5 μg.ml-1), maior (50 ng.ml-1) e 

menor (0,5 ng.ml-1) de PFOA, mistura e média de PFOA (5 ng.ml-1). Apesar das 

concentrações intermediárias de cada um dos contaminantes representarem a 

média do que é encontrado em humanos, as demais concentrações testadas 

também são realistas em relação à exposição humana aos contaminantes, pois 

concentrações equivalentes são encontradas na população 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 tóxico do PFOA e Cd durante o desenvolvimento embrionário se 

destaca pelo aparecimento de alterações morfológicas relacionadas ao 

processo inicial de formação do TN, a neurulação (KMECICK et al., 2019). 

Nesse estudo caracterizamos histologicamente o comportamento celular e a 

morfologia tecidual em embriões expostos a esses contaminantes, com estádio 

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 embriões foi impossível de 
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estadiar, devido as extensas alterações observadas, com desorganização 

corporal e estruturas totalmente aberrantes.  

Nossos achados ressaltam a importância da análise morfológica com 

aplicação de metodologias complementares na caracterização dos efeitos e na 

busca pelos mecanismos de embriotoxicidade. Na Figura 33 (A-M), estão 

demonstradas as possíveis alterações correspondentes avaliadas pela técnica 

de montagem total e pela histologia. Os achados morfológicos são compatíveis 

com as malformações observadas no TN nas regiões cefálica, do tronco e 

caudal de embriões 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 histológicos confirmam que os 

contaminantes podem causar falha no fechamento do tubo neural e outras 

anomalias estruturais, que culminam em alterações anatômicas ao final do 

desenvolvimento, como observado nos animais não eclodidos (FIGURA 33 N e 

O) e comprometem a eclodibilidade, que foi mais baixa nos grupos expostos.  
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FIGURA 33 – COMPARAÇÃO DAS ALTERAÇÕES OBSERVADAS EM DIFERENTES 
METODOLOGIAS 

 
Embriões de galinha em estágios iniciais de desenvolvimento, preparados para análise 
morfológica pela técnica de montagem total (A, D, G, K) e histologia (B, C, E, F, H-J, L, M); 
Indivíduos não eclodidos (N, O). A-C: Embriões controle. D-O: Embriões expostos. As linhas 
tracejadas identificadas por letras minúsculas representam o possível nível axial da secção 
histológica identificada pela letra maiúscula correspondente. Seta: Alteração na região 
encefálica. Área circulada: Alteração no tubo neural na região do tronco. Cabeça de seta: 
Alteração na região caudal. NE: Neuroepitélio. Estrela ( ): Tubo neural aberto. Asterisco (*): 
Alteração na forma. Cruz (+): Múltiplos 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 análise histológica, em conjunto com a construção da rede de 

interação a partir da extração e seleção de dados toxicogenômicos públicos, 

apontou possíveis mecanismos celulares altamente interconectados envolvidos 

na teratogenicidade desses compostos.  

O controle do número de células é um mecanismo importante para a 

morfogênese tecidual normal e envolve os processos de proliferação e morte 

celular por apoptose. A partir da pesquisa na base de dados CTD, encontrou-

se evidências de que vias de controle do ciclo celular e apoptose, com 

envolvimento das proteínas BCL-2, caspase-9 e CDK1, por exemplo, são 

afetadas pela exposição ao PFOA e ao Cd na espécie G. gallus. Esses 

resultados são 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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CAO et al., 2021; OU et al.l, 2021; XU et al., 2021) e de promover o desbalanço 

entre os processos de proliferação e apoptose (ZHU et al., 2021; DU et al., 

2022).  

As alterações teciduais com aumento da espessura das paredes do tubo 

neural observadas nos embriões expostos ao PFOA e Cd podem estar 

relacionadas à proliferação celular descontrolada, com o surgimento de um TN 

hiperplásico (CECCONI et al., 2008). Esse achado, juntamente com a presença 

de células com características apoptóticas (núcleo fragmentado e picnótico) no 

neuroepitélio e na região de condensação de células na NS, sugere que esses 

contaminantes podem estar, de fato, interferindo na regulação desses 

processos e, estes, estarem envolvidos nas malformações vistas. O controle do 

ciclo celular no neuroepitélio é essencial para o fechamento do TN, 

principalmente na região cefálica (GREENE; COPP, 2014), assim como as 

células apoptóticas, que atuam facilitando a remodelação neuroepitelial e 

movimentação das demais células (TENG; TOYAMA, 2011). Em estágios 

iniciais de desenvolvimento, essas células são encontradas nas bordas da 

ectoderme não neural e do neuroepitélio, durante o fechamento do TN, e na 

linha média dorsal do TN, após o fechamento (YAMAGUCHI et al., 2011). 

Entretanto, o aumento ou redução das taxas de proliferação e morte celular 

podem causar malformações no TN (AVAGLIANO et al., 2015), como 

observado nesse trabalho. Já na região de ocorrência de neurulação 

secundária, a presença de células apoptóticas é anormal, pois nesse processo 

não está 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 alterações no TN 

envolvem a desregulação dos processos de apoptose e proliferação pela 

exposição aos contaminantes, análises complementares, como 

imunomarcação, são necessárias. Ademais, a apoptose apresenta também 

outras funções durante o desenvolvimento embrionário, como a modelagem de 

estruturas (ex. coração e dígitos) e a eliminação de células danificadas 

(FUCHS; STELLER, 2011).  

Durante o desenvolvimento embrionário, diversas vias de sinalização são 

essenciais para garantir a formação adequada do tubo neural, e muitas delas 

estão interconectadas, como foi observado na análise de rede. Entre elas, 
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destaca-se a via Wnt canônica/PCP, que também sofre interferência na 

exposição ao PFOA (SMIRNOVA et al., 2021) e Cd (WEI; SHAIKH, 2017) em 

outros modelos. Essa via regula, entre outros processos, a extensão 

convergente da placa neural e a constrição apical das células para que ocorra 

o dobramento. A extensão convergente molda a placa neural através de forças 

biomecânicas orquestradas pelo citoesqueleto de actina, que ao interagir com 

proteínas acessórias (SHINDO et al., 2018), junções celulares e a matriz 

extracelular (SKOGLUND; KELLER, 2010) promove a migração celular 

direcionada. Após esse processo, as dobras neurais se elevam para formar os 

pontos de dobra, que ocorrem pela redução na área da superfície apical das 

células, causada pela constrição apical de filamentos de actina associados à 

miosina nas junções apicais e pelo atraso na migração intercinética nuclear 

(EOM et al., 2011; BUTLER et al., 2019). Alterações nesses eventos 

envolvendo o citoesqueleto de actina podem impedir que a placa neural se 

dobre corretamente para o fechamento do tubo, gerando as anormalidades 

morfológicas presentes nos embriões expostos ao PFOA e Cd. A literatura 

fundamenta os nossos achados, pois se sabe que ambos os contaminantes 

afetam a organização dos filamentos de actina, causando disfunções em 

células em cultura (GE et al., 2019; BEHR et al., 2020). Assim, sugerimos a 

desorganização do citoesqueleto de actina como um possível mecanismo 

celular envolvido na embriotoxicidade do PFOA e Cd.  

Nesse trabalho, com a utilização da técnica de PAS, foi possível avaliar 

uma possível redução na deposição de moléculas de matriz extracelular para 

formação da membrana basal, principalmente no HH18. Essa metodologia é 

utilizada para demonstração de carboidratos e glicoconjugados, como 

glicogênio, glicoproteínas e proteoglicanos. A técnica baseia-se na oxidação 

pelo ácido periódico, de ligações entre átomos de carbono dos carboidratos, 

formando grupos aldeídos livres. Esses grupos, então, reagem com o reagente 

de Schiff, gerando um produto de coloração avermelhada (LAYTON; 

BANCROFT, 2019) que pode ser observada sob o microscópio de luz.  

A membrana basal (MB) é um tipo especializado de matriz extracelular, 

formada por uma rede fibrilar de moléculas como colágeno IV, lamininas e 

proteoglicanos (POZZI; YURCHENCO; IOZZO, 2017). Essa rede separa a 

superfície basal dos epitélios dos tecidos subjacentes (ZAGRIS, 2001) e 
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participa de diversos processos celulares, como proliferação, diferenciação e 

migração (KULAR; BASU; SHARMA, 2014). A formação da membrana basal 

durante o desenvolvimento embrionário é essencial para manter a organização 

e estabilidade das estruturas (MINER; YURCHENCO, 2004). Na notocorda, a 

MB é secretada pelas células epiteliais periféricas, enquanto as células centrais 

formam vacúolos intracelulares que exercem pressão sobre a MB, fornecendo 

a rigidez e resistência mecânica necessárias (TRAPANI; BONALDO; 

CORALLO, 2017). Já durante a neurulação, há depósito de colágeno tipo IV ao 

redor do TN (MOLÈ, 2016). Dessa forma, a exposição ao PFOA e Cd no início 

do desenvolvimento pode afetar moléculas de matriz extracelular e, assim, 

interferir na embriogênese normal, pois a laminina e a fibronectina têm papel 

central no controle da morfogênese neural, atuando sinergicamente para 

manutenção da polaridade ápico-basal do TN (ARAYA; CARMONA-

FONTAINE; CLARKE, 2016). Além disso, a adesão célula-matriz mediada por 

receptores de matriz extracelular é essencial para a aproximação e contato 

inicial entre as extremidades da ES e do neuropitélio para o fechamento do TN 

(GOODWIN et al., 2017). À 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 interação promove uma adesão transitória entre os epitélios 

opostos, antes que a adesão celular definitiva seja estabelecida no local da 

fusão (MOLÈ et al., 2020). Além de mediar o formato das estruturas e 

proporcionar adesão, a matriz extracelular também regula os processos de 

proliferação, diferenciação e migração celular (LONG; HUTTNER, 2019).  

A maior parte das alterações histológicas observadas no TN dos embriões 

expostos ao PFOA e ao Cd ocorreu na porção dorsal, na região da placa do 

teto (roof plate). Essa região é especificada durante a padronização 

dorsoventral do TN, que forma dorsalmente a placa do teto e ventralmente, a 

do assoalho (floor plate), pela indução de proteínas provenientes da ectoderme 

de superfície (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, então passam a também secretar BMPs e Shh (LE DRÉAU; 

MARTÍ, 2012). Isso gera um gradiente dessas moléculas no eixo dorsoventral 
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da medula espinhal em desenvolvimento, o que promove proliferação e 

especificação de progenitores de neurônios motores, sensoriais e 

interneurônios (SIMÕES-COSTA; BRONNER, 2015; REKLER; KALCHEIM, 

2021). Sendo assim, alterações nessa região sinalizadora importante podem 

interferir na formação de neurônios e causar alterações funcionais, além das 

anomalias morfológicas encontradas.  

As alterações morfológicas observadas nos embriões expostos ao PFOA 

e Cd podem, também, estar relacionadas a vias de sinalização dependentes de 

Ca2+, como evidenciado pela análise de enriquecimento funcional da rede de 

interação entre moléculas. A homeostase desse íon é essencial para o 

desenvolvimento embrionário normal e interfere em múltiplas 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 Ca2+, liberando o íon de reservas intracelulares (LIU et al., 2011). 

Também, os íons Cd2+ podem substituir o Ca2+ na ligação a proteínas, como a 

Ca2+ATPase, inibindo a sua atividade, e interferir na atividade de canais de 

Ca2+ (CHOONG et al., 2014). Já as alterações no equilíbrio do Ca2+ podem 

desencadear apoptose pela via mitocondrial (KLESZCZYŃSKI; 

SKŁADANOWSKI, 2011; YUAN et al., 2013), interferir na adesão celular (CHOI 

et al., 2013), perturbar a dinâmica do citoesqueleto (TEMPLETON; LIU, 2013) e 

alterar a proliferação e migração celular (WANG et al., 2017; LI et al., 2018; 

PIEROZAN; JERNEREN; KARLSSON, 2018).  

Um dos mecanismos mais estudados na toxicidade do PFOA é a ativação 

de receptores nucleares de proliferação de peroxissomos (PPAR), 

principalmente do tipo  (LI et al., 2017). Essa família de receptores são fatores 

de transcrição que regulam a expressão de genes envolvidos no metabolismo e 

também no desenvolvimento embrionário (ROTMAN et al., 2006), inclusive no 

fechamento do TN (HIGA et al., 2007). Proteínas envolvidas nas vias ativadas 

por receptores PPAR são afetadas pela exposição ao PFOA e ao Cd e, dessa 

forma, podem estar implicadas no mecanismo embriotóxico das alterações 

observadas no presente trabalho. Já foi demonstrado que os receptores 

PPAR  têm papel na toxicidade no desenvolvimento induzida pelo PFOA 

(ABBOTT et al., 2007). Porém, são necessários mais estudos para 
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compreender suas funções no desenvolvimento e também investigar seu 

envolvimento na embriotoxicidade.  

A análise histopatológica se mostrou eficiente na caracterização das 

alterações induzidas pelos contaminantes e proporcionou a discussão sobre os 

possíveis mecanismos celulares envolvidos nas malformações, corroborados 

pelos dados toxicogenômicos e a análise de enriquecimento funcional. Apesar 

de qualitativa, essa análise fornece subsídios para estudos futuros na busca 

pelos mecanismos de embriotoxicidade e teratogenicinade dos compostos 

químicos. Além disso, através da elaboração do índice de lesão embrionária, 

inédito na literatura para embriões no início do desenvolvimento, foi possível 

quantificar o conjunto de alterações observadas em cada embrião, com a 

análise de cortes sequenciais alternados dos embriões de galinha inteiros, e 

comparar os grupos experimentais. Esse índice 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 já foi 

adaptado para diferentes modelos de estudo e órgãos específicos (MELA et al., 

2007; BOARETO et al., 2013; LUZIO et al., 2016). No presente estudo, as 

adaptações foram feitas de acordo com as particularidades de nosso modelo 

experimental, como as estruturas presentes no embrião nos estádios de 

desenvolvimento avaliados. O índice se mostrou efetivo para quantificar as 

alterações nos embriões, mas parece subestimar as deformidades graves 

encontradas. Dessa forma, sugerimos que outros fatores qualitativos que 

considerem a magnitude das alterações sejam incorporados, como o nível de 

gravidade da alteração, para representar a quantidade de células apoptóticas 

presentes, por exemplo. Outro possível parâmetro a ser ajustado para valorizar 

esse método e observar resultados mais significativos, é o número amostral, 

visto que em alguns grupos experimentais os resultados foram próximos aos de 

resultados significativos, como na mistura no HH14 e HH18.  

Com a incubação dos ovos por 21 dias, foi possível observar como as 

alterações teciduais impactaram na anatomia dos animais, apesar de grande 

parte não ter eclodido. Entre as alterações observadas nos animais que não 

eclodiram estão posicionamento embrionário incorreto dentro do ovo e a 

presença de malformações, como extrusão visceral, encéfalo exposto e 

alterações no bico, evidenciando a teratogenicidade do PFOA e Cd. O correto 
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posicionamento embrionário é de extrema importância para que o embrião 

consiga movimentar a cabeça e realizar a bicagem, bem como impulsionar as 

pernas para eclodir (TONG et al., 2013). Na posição de nascimento 

considerada normal, a região dorsal do embrião está paralela ao eixo mais 

comprido do ovo e o bico fica posicionado embaixo da asa direita, ficando a 

ponta do bico direcionada para a câmara de ar. Nessa posição, a asa afasta a 

membrana da casca da face do embrião e proporciona mais liberdade de 

movimento ao bico. Além disso, a asa ajuda a esticar a membrana interna da 

casca e auxilia na perfuração dessa membrana pelo bico (ROSS TECH, 2010). 

O posicionamento embrionário incorreto pode ocorrer e é classificado em 6 

tipos (ROSS TECH, 2010) (ANEXO 2). A posição mais frequentemente 

observada nos embriões expostos ao Cd e PFOA, nesse trabalho, foi aquela 

em que a cabeça do embrião está voltada para a extremidade menor do ovo. 

Apesar de já ter sido demonstrado que a posição do ovo na incubação não 

interfere na eclodibilidade (VAN DE VEN et al., 2011), os manuais de manejo 

de incubatórios comerciais (COBB-VANTRESS, 2008; ROSS TECH, 2010) 

descrevem que essa má posição ocorre comumente em ovos incubados com a 

extremidade menor do ovo para cima e com mais frequência em ovos que 

foram incubados na posição horizontal quando comparado com os ovos 

incubados com a câmara de ar para cima. Pode ocorrer também quando a 

temperatura da incubadora está alta (superior a 38°C) ou quando o ângulo de 

viragem é pequeno (ROSS TECH, 2010). Porém, todos esses fatores foram 

levados em conta no momento da incubação sendo que, do 1º ao 3º dia, os 

ovos foram mantidos com a câmara de ar para cima e do 3º dia em diante 

mantidos na posição horizontal, com ângulo de viragem de aproximadamente 

180°, a cada 20 minutos. Além disso, a temperatura da incubadora foi 

controlada durante todo o período de incubação e não passou dos 38,5ºC, que 

é adequada para o desenvolvimento normal e eclosão (NOIVA; MENEZES; 

PELETEIRO, 2014). Assim, sugere-se que a baixa eclodibilidade ocorrida em 

nossos experimentos não está relacionada às condições de posicionamento 

dos ovos, da temperatura e umidade da incubadora, da viragem dos ovos e 

tampouco à presença de malformações, pois sequer os animais controle 

eclodiram satisfatoriamente. Assim, para avaliar a ação de xenobióticos sobre a 

eclodibilidade e outros parâmetros em animais eclodidos é necessário um 
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aprofundamento maior nas práticas de incubação e sua padronização no 

laboratório. 

As malformações na região cefálica, observadas nos animais não 

eclodidos, são compatíveis com alterações de falha no fechamento do TN, 

encontradas nos embriões em estágios mais iniciais, evidenciando a 

progressão das alterações ao longo do desenvolvimento e sua apresentação 

ao final do desenvolvimento embrionário (FIGURA 33 N e O). Essas alterações 

dão origem a defeitos no TN, como anencefalia acompanhada ou não de 

acrania (COPP; STANIER; GREENE, 2013). Já as malformações craniofaciais 

observadas podem ter sido causadas por alterações nas células da crista 

neural cefálica, que dão origem a cartilagens e ossos do crânio (SHYAMALA et 

al., 2015). Espera-se, em breve, confirmar esse ponto, pois há um trabalho em 

andamento no Laboratório de Embriotoxicologia que investiga os efeitos do 

PFOA e Cd sobre as células da crista neural cefálica. As alterações de 

extrusão de vísceras abdominais e do coração observadas neste trabalho são 

caracterizadas como defeitos na parede do corpo e causadas por fechamento 

anormal da parede ventral do corpo (SADLER, 2010). Dependendo da região 

afetada, essas alterações podem levar a ectopia cordis e gastrosquise 

(PREFUMO; IZZI, 2014). Apesar da baixa eclodibilidade também nos grupos 

controle, ela foi ainda mais baixa nos grupos expostos e é possível que essas 

anormalidades encontradas tenham comprometido a viabilidade do 

desenvolvimento e reduzido a eclodibilidade.  

Dentre os 7 indivíduos eclodidos, 1 apresentou alteração anatômica na 

eclosão, uma discreta protrusão de alças intestinais, que foi totalmente 

revertida de forma natural. Durante o desenvolvimento, o intestino delgado 

cresce extensivamente e, como em outros amniotas, sofre uma herniação para 

o cordão umbilical. Essa alça intestinal é contínua com o saco vitelínico e 

começa a retornar para o abdômen no 17º dia de incubação, porém esse 

processo só se completa no 19º, quando o remanescente do saco vitelínico 

também é internalizado (BELLAIRS; OSMOND, 2014). No indivíduo que 

eclodiu com a parede abdominal aberta é possível que o fechamento tenha 

sido atrasado, uma vez que se completou durante a primeira semana pós-

eclosão.  
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5. Conclusões 

A exposição ao PFOA e Cd foi capaz de induzir aumento na mortalidade, 

enquanto a mistura não mostrou alterações significativas. 

A exposição ao PFOA e Cd foi capaz de induzir a ocorrência de 

malformações gerais e no TN da região cefálica e tronco-caudal, 

principalmente nos primeiros dias, quando a presença de embriões com 

estádio indefinido foi significativa. A mistura também induziu malformações 

durante todo o período avaliado. Em alguns parâmetros houve um efeito 

concentração dependente sutil, sendo observado principalmente para o Cd. 

O PFOA e Cd causaram alterações na morfologia tecidual, principalmente 

no tubo neural, como alterações na forma, presença de células no lúmen, 

células apoptóticas no neuroepitélio e falha no fechamento. Os compostos 

também interferem na membrana basal mostrando uma redução nesse 

componente tecidual.  

O índice elaborado para avaliação histopatológica de embriões de galinha 

em estágios iniciais de desenvolvimento compilou as alterações teciduais 

observadas, quantificando o nível de dano.  

O PFOA e Cd interferem na expressão de componentes de vias 

importantes ao desenvolvimento embrionário, tais como apoptose, controle do 

ciclo celular, adesão e dinâmica do citoesqueleto de actina, sugerindo que 

estão relacionadas aos mecanismos celulares das alterações encontradas.  

Nos indivíduos incubados por 21 dias (eclodidos e não eclodidos) foram 

observadas alterações anatômicas compatíveis com as malformações 

encontradas nos embriões em estágios mais iniciais, evidenciando a 

progressão das alterações ao longo do desenvolvimento e sua apresentação 

ao final do desenvolvimento embrionário.   
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Considerações finais 

A avaliação dos efeitos da exposição pré-natal a poluentes ambientais, 

como o PFOA e Cd, em modelos animais é fundamental para verificar o risco 

de exposição de embriões/fetos humanos, investigando o potencial 

embriotóxico e teratogênico desses compostos (WACHHOLZ et al., 2021). 

Nesse contexto, a análise morfológica é importante na avaliação da ocorrência 

de malformações, pois reflete alterações em níveis inferiores de organização 

biológica e permite inferir sobre os possíveis mecanismos celulares do 

surgimento dessas malformações.  

O embrião de galinha é um excelente modelo de estudo para 

Embriotoxicologia (FLENTKE; SMITH, 2018), porém algumas particularidades, 

como fragilidade e tamanho reduzido, dificultam a sua utilização para avaliação 

histológica. Dessa forma, no capítulo I, diferentes métodos de processamento 

histológico foram testados na busca por orientação precisa dos embriões e 

preservação adequada das secções histológicas. Três resinas, paraplast, 

polietilenoglicol e historesina, foram avaliadas e comparadas em relação à 

precisão de orientação no bloco, visualização dos embriões nos blocos, 

qualidade da preservação tecidual (morfologia e presença de artefatos de 

técnica), eficiência na microtomia, contraste na coloração, tempo médio do 

processamento e custo. A historesina foi a que proporcionou melhor 

desempenho, com maior precisão de orientação dos embriões para corte, 

aliada à excelente preservação das estruturas e poucos artefatos, apesar de 

apresentar tempo de preparo e custo elevados. 

No capítulo II, investigamos a ação do PFOA e Cd sobre a mortalidade, 

ocorrência de malformações e caracterizamos histologicamente as alterações 

morfológicas encontradas, em dois estádios selecionados, utilizando o 

processamento em historesina. Houve interferência dos contaminantes 

isolados no aumento da mortalidade, enquanto a mistura não mostrou 

alterações significativas. Os contaminantes isoladamente e em mistura 

induziram a ocorrência de malformações gerais e no TN e causaram alterações 

teciduais e na membrana basal. Dessa forma, comprovamos o efeito 

embriotóxico dos compostos isolados e em mistura no embrião de galinha. 
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Esses resultados podem ser extrapolados para embriões humanos devido às 

similaridades no desenvolvimento (IRIE; KURATANI, 2011; WANG; WHITE, 

2021) e a utilização de concentrações realistas para a exposição humana, 

extrapoladas para o embrião de ave através do cálculo alométrico (DA COSTA 

et al., 2021).  

Além disso, foi possível avaliar detalhadamente a morfologia das 

malformações que, aliada à análise de rede e enriquecimento funcional, 

possibilitou propor mecanismos celulares envolvidos no surgimento das 

alterações, como a interferência em processos importantes para a 

morfogênese normal, entre eles citamos o controle do ciclo celular e apoptose, 

vias de sinalização Wnt e dependentes de Ca2+, regulação do citoesqueleto de 

actina, junções celulares e interação com a matriz extracelular.  

Também evidenciamos a progressão das alterações ao longo do 

desenvolvimento e sua apresentação ao final do desenvolvimento embrionário, 

confirmando a teratogenicidade dos compostos. Os resultados desse trabalho 

abrem questionamentos sobre os mecanismos celulares da ação do PFOA e 

Cd sobre o desenvolvimento embrionário, bem como sobre a interação desses 

compostos em mistura para originar os efeitos observados. Dessa forma, 

suscitam perguntas que podem ser exploradas em estudos futuros na busca 

pela compreensão dos efeitos deletérios desses contaminantes no 

desenvolvimento embrionário. 
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Conclusões 

Nossos dados evidenciam o melhor método de processamento 

histológico para se obter os melhores resultados em embriões de galinha em 

estágios iniciais de desenvolvimento e realizar uma avaliação histológica 

detalhada. A historesina foi o meio de infiltração e emblocagem, entre os 

testados, que proporcionou melhor preservação morfológica, orientação precisa 

do tecido e contraste de coloração, apesar da microtomia difícil, 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 preocupação com a exposição pré-natal a essas 

substâncias. 

A exposição ao PFOA e Cd, isoladamente, foi capaz de induzir aumento 

na mortalidade e ocorrência de malformações. Já a exposição à mistura não 

apresentou alterações significativas. Entre as alterações induzidas na 

morfologia estão as malformações gerais e no TN da região cefálica e tronco-

caudal, principalmente nos primeiros dias, quando a presença de embriões 

com estádio indefinido foi significativa. Em alguns dos parâmetros analisados, 

foi observado efeito dependente da concentração.  

O PFOA e Cd causaram alterações na morfologia tecidual, 

principalmente no tubo neural, com alterações na forma, presença de células 

no lúmen, células apoptóticas no neuroepitélio e falha no fechamento. As 

alterações teciduais observadas foram quantificadas através do índice de lesão 

embrionária, elaborado para avaliação histopatológica de embriões de galinha 

em estágios iniciais de desenvolvimento. Além disso, os compostos também 

interferem na formação da membrana basal mostrando uma redução dessa 

estrutura. 

O PFOA e Cd interferem na expressão de componentes de vias 

importantes ao desenvolvimento embrionário, tais como apoptose, controle do 

ciclo celular, adesão, interação com receptores de matriz extracelular, via Wnt 

e dinâmica do citoesqueleto de actina, sugerindo que estão relacionadas aos 

mecanismos celulares das alterações teciduais encontradas.  



160 
 

 

Nos indivíduos incubados por 21 dias (eclodidos e não eclodidos) foram 

observadas alterações anatômicas compatíveis com as malformações 

encontradas nos embriões em estágios mais iniciais, evidenciando a 

progressão das alterações ao longo do desenvolvimento e sua apresentação 

ao final do desenvolvimento embrionário. 
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ANEXO 2 
POSIÇÃO NORMAL E MÁS POSIÇÕES DE NASCIMENTO 

 
Posição normal de nascimento. 

Região dorsal do embrião está paralela ao eixo mais comprido do 

ovo e o bico fica posicionado embaixo da asa direita. A ponta do bico fica 

direcionada para a câmara de ar, na extremidade arredondada do ovo. Dessa 

forma, a asa afasta a membrana na casca da face do embrião e proporciona 

mais libertade de movimento ao bico. A asa também ajuda a esticar a 

membrana interna da casa e auxilia na perfuração dessa membrana pelo 

bico. Assim, o embrião consegue acesso à câmara de ar e inicia a respiração 

pulmonar.  

O embrião assume essa posição no 19º dia de incubação. 

 

Má posição 1 – Cabeça entre as coxas. 
É a posição normal da maioria dos embriões de 18 dias de 

incubação, quando a cabeça começa a virar para a câmara de ar para 

assumir a posição normal de nascimento. Embriões mortos nesse 

posicionamento provavelmente representam embriões que morreram por volta 

do 18º dia de incubação.  

 

Má posição 2 – Cabeça na parte menor do ovo. 
É facilmente identificada ao abrir o ovo pela câmara de ar de ovos 

não eclodidos. É possível visualizar o saco da gema, o umbigo do embrião e 

as pernas. Essa má posição ocorre comumente em ovos incubados com a 

extremidade menor do ovo para cima e com mais frequência em ovos que 

foram incubados na posição horizontal quando comparado com os ovos 

incubados com a câmara de ar para cima. Pode ocorrer também quando a 

temperatura da incubadora está alta (superior a 38°C) ou quando o ângulo de 

viragem é pequeno.  

 

Má posição 3 – Cabeça 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 posição 

reduz a eclodibilidade em aproximadamente 20%.  

 

Má posição 4 – Bico afastado da câmara de ar. 
A ocorrência dessa posição é cinco vezes maior em ovos incubados 

horizontalmente e é considerada quase sempre letal. É uma má posição difícil 

de reconhecer.  



196 
 

 

 
Má posição 5 – Pé acima da cabeça. 
Um pé ou ambos ficam presos entre a cabeça e a casca e impede o 

movimento para trás normal da cabela que é necessário para perfurar a 

casca. Os pés podem também impedir a rotação final do embrião enquanto 

corta a parte de cima da casca para eclodir. Assim, se essa posição não 

impedir a perfuração da casca, ela pode impedir a rotação final e saída do 

embrião. É a segunda má-posição mais comum, representando 

aproximadamente 20% do total de embriões malposicionados.  

 

Má posição 6 – Bico acima da cabeça.  
É considerada uma variação natural da posição normal de 

nascimento, representando aproximadamente 50% ou mais do total de 

embriões mal posicionados.  

FONTE: Adaptado de ROSS TECH, 2010. 


