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RESUMO

A crista neural (CN) € uma populagéo celular exclusiva dos vertebrados,
caracterizada por sua pluripoténcia, grande capacidade migratéria e
proliferativa. Essas caracteristicas permitem que a CN origine varias
estruturas no organismo embrionario. Sabe-se que muitos poluentes
podem influenciar negativamente o0s processos celulares durante o
desenvolvimento, porém, estudos sobre os efeitos de contaminantes na
migracdo das células da crista neural (CCN) sdo escassos. Um poluente
ambiental que se destaca é o acido perfluorooctanoico (PFOA), uma
substancia antropogénica que apresenta persisténcia no meio ambiente e
potencial de bioacumulacdo como agravantes a sua exposicdo. Seus efeitos
toxicos sdo vastos,podendo ocasionar toxicidade do desenvolvimento, além
de possuir potencial teratogénico. Contudo, até 0 momento, a literatura néo
descreve o efeito desse contaminante sobre as CCN do tronco. Sendo
assim, o presente estudo avaliou os efeitos do PFOA sobre as CCN do
tronco migratérias em embrides de Gallus gallus. Para isso, foi injetada na
camara de ar de ovos embrionados de galinha uma solucdo salina

(controle) ou PFOA na concentracédo de 5 ng.ml'l, a qual mimetiza uma
exposicdo pré-natal real. Os ovos foram incubados por cerca de 48-52h,
para obtencdo de embribes no estadio 15HH. Os embribes foram
emblocados em solugéo de gelatina e sacarose e, entdo, a regido do tronco
foi cortadaem 100 ym em vibratomo. Os cortes foram submetidos a técnica
de Free Floating paraimunofluorescéncia, utilizando o anticorpo (IgM) anti-
HNK-1 para observagdo das CCN. As laminas foram montadas, a captura
das imagens foi realizada em microscopio de varredura a laser confocal e
analisadas com o auxilio do software ImageJ Fiji. Com os dados obtidos, o
software GraphPad Prism 9 foi utilizado a fim de avaliar diferencas
estatisticamente significativas entre embriGes controle e expostos ao
PFOA, sendo realizado teste t de Student para a intensidade de
fluorescéncia. Observou-se que o0s embribes expostos ao PFOA
apresentaram reducdo na migracdode CCN em comparacdo aos embrides
controle, indicando citotoxicidade desse composto sobre essa populacéo
celular. Desse modo, podemos concluir que a exposicdo ao PFOA altera o
processo de migracdo das CCN do tronco em embrides de Gallus gallus no
estadio 15HH.

Palavras-chave: Migracao celular; Poluente emergente; HNK-1.



ABSTRACT

The neural crest (NC) is a cell population exclusive to vertebrates,
characterized by its pluripotency, high migratory capacity, and proliferative
potential. These characteristics enable the NC to give rise to various
structures in the embryonic organism. It is knownthat many pollutants can
negatively influence cellular processes during development; however,
studies on the effects of contaminants on the migration of neural crest cells
(NCCs) are scarce. One notable environmental pollutant is
perfluorooctanoic acid (PFOA), an anthropogenic substance that exhibits
environmental persistence and bioaccumulation potential, exacerbating its
exposure risks. Its toxic effects are extensive, capable of causing
developmental toxicity and possessing teratogenic potential. However, to
date, the literature does not describe the effects of this contaminant on
trunk NCCs. Therefore, the present study evaluated the effects of PFOA on
the number of migratory trunk CCN in Gallus gallus embryos. For this, a
saline solution (control) or PFOA at a concentration of 5 ng/mlt, which
reproduces a real prenatal exhibition, was injected into the airchamber of
chicken embryos. The eggs were incubated for approximately 48-52 hoursto
obtain embryos at stage 15HH. The embryos were embedded in a gelatin
and sucrose solution, and then the trunk region was sectioned iat 100 pm
using a vibratome. Free-floating The sections were subjected to the Free
Floating technique for immunofluorescence, using the anti-HNK-1 antibody
(IgM). The slides were mounted, images were captured using a confocal
laser scanning microscope, and analyzed with the software ImageJ Fiji.
With the obtained data, GraphPad Prism 9 software was used to evaluate
statistically significant differences between control and PFOA-exposed
embryos, using the Student's t-test for fluorescence intensity. It was
observed that embryos exposed to PFOA showed reduced NCC migration
compared to control embryos, indicating the cytotoxic of this compound on
this cellular population. Thus, we can be concluded that PFOA exposure
alters the trunk NCC migration process in Gallus gallus embryos at stage
15HH.

Keywords: Cell migration; Emerging pollutant; HNK-1.
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1 INTRODUCAO

A crista neural (CN) é uma populacdo de células-tronco
multipotentes, transitoria e exclusiva de vertebrados, sendo identificada na
regido dorsal do tubo neural (Carlson, 2014; Rothstein et al., 2018; Gilbert;
Barresi, 2019). Essa populagéo celular possui alta capacidade migratéria,
permitindo a formacédo de estruturas tanto neuronais quanto ndo neuronais
(Theveneau et al., 2007; Shakhova; Sommer, 2010; Theveneau; Mayor,
2012; Gilbert; Barresi, 2019). A adequada migracdo das células da CN
(CCN) depende da interacéo entre si,com as células do meio circundante e
com sinais ambientais, configurando um processo altamente coordenado
(Theveneau; Mayor, 2012; Szab6, Mayor, 2018).

Substancias per e polifluoroalquil (PFAS) constituem uma classe de
compostos antropogénicos amplamente usados em aplicagdes industriais,
possuindo caracteristicas fisico-quimicas Unicas, que Ihes proporcionam
resisténcia a degradacdo quimica, térmica e biologica, tornando-os
compostos persistentes no ambiente (Renner, 2001; Alexander et al., 2008;
Corsini et al., 2014; Liang et al., 2022). Substancias ambientalmente
persistentes atingem concentracbes mais altas no ambiente em
comparacao com aquelas que ndo sdo persistentes, demandando, maior
atencdo no contexto dos estudos toxicologicos (Cousins et al.,2019). Entre
os PFAS, o &cido perfluorooctandico (PFOA) destaca-se por sua vasta e
antiga aplicacdo industrial, além de ser apontado como prevalente no
ambiente, em animais e humanos em relagdo a outros PFAS (Holmstrém
et al., 2005; Florentin et al., 2011).

Sabendo que o processo de migracdo das CCN é altamente
coordenado e que fatores ambientais influenciam significativamente os
processos celulares das CCN (Cerrizuela et al., 2020), torna-se relevante

avaliar os efeitos do PFOA sobre essapopulacgéo celular.

1.2 OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho foi investigar se o PFOA interfere no
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namero de células migratorias da crista neural do tronco em embrifes de

Gallus gallus no estadio 15 HH.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 EMBRIAO DE GALLUS GALLUS COMO MODELO ANIMAL

A utilizacdo do Gallus gallus (G. gallus), popularmente conhecido
como galinha,como modelo animal possui uma historia que remonta a mais
de 2000 anos. Foi o primeiro modelo animal utilizado nas areas de Biologia
do Desenvolvimento e Embriologia, permitindo a elucidacédo de fenbmenos
fundamentais do desenvolvimento, como inducdo e plasticidade celular
(Stern, 2005; Vergara; Canto-Soler, 2012). Estudos recentes tém
enfatizado o emprego de embrides de galinha em estudos de teratologia,
proporcionando maior entendimento sobre a acdo dos teratbgenos
(Wachholz, 2021).

O embrido de G. gallus apresenta vantagens significativas em
relacdo a outros modelos animais, como a grande semelhanca com
humanos em nivel molecular, celular, anatdmico e nos processos iniciais
do desenvolvimento que ocorrem durante a organogénese (Stern, 2005;
Psychoyos, 2008; Vergara; Canto-Soler, 2012; Kain et al., 2014;
Kantarcioglu et al., 2018; Bednarczyk et al., 2021). O desenvolvimento de
orgdos complexos como cérebro, coracdo e rim envolve interacdes
teciduais controladas em nivel espaco-temporal, tornando essencial o uso
de modelos que compartilhem essas semelhancas com o desenvolvimento
humano (Kiecker, 2015). O embrido de G. gallus preenche este requisito,
sendo um modelo experimental valioso para aplicacbes biomédicas
(Rashidi; Sottile, 2009; Ghimire et al., 2022).

Além disso, seu desenvolvimento é rapido (21 dias) e seus estadios
de desenvolvimento sdo bem descritos morfologicamente (Hamburger;
Hamilton, 1951). Comparado a outros modelos experimentais, o embrido
de galinha possui tamanho maior no inicio do desenvolvimento, o que
permite maior quantidade de material disponivel para analise, facilitando a
visualizagéo e manipulagéo do embrido (Zosen et al., 2021).

Sua manutencdo em laboratorio é simples e de baixo custo,
necessitando apenas o controle do sistema de incubacao (Kiecker, 2015;
Wachholz et al., 2021; Zosen et al., 2021; Butler; Brinker; Leong, 2022,
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Ribatti; Annese, 2023). Outra vantagem significativa desses embrides é o
cumprimento dos principiosdos 3R’s (substituigdo, reducao e refinamento)
no uso de animais, permitindo acesso ao embrido sem sacrificar a mae,
realizacdo de injecfes de drogas nao invasivas para o animal e controle do
namero de individuos usados nas experimentacfes (Zosen etal., 2021;
Butler; Brinker; Leong, 2022; Ribatti; Annese, 2023). A independéncia
de influéncias maternas se apresenta como uma grande vantagem para 0s
estudos de embriotoxicologia, permitindo avaliar seletivamente o efeito do
contaminante no embrido. Além disso, o ovo de galinha € um sistema
autossustentavel e fechado, que impede a excrecdo do contaminante,
possibilitando uma exposicdo prolongada com apenas uma injecao da
substancia (Psychoyos, 2008; Rashidi; Sottile, 2009; Bjgrnstad et al., 2015;
Ghimire et al., 2022).

Apesar de suas grandes vantagens, € importante considerar
algumas desvantagens associadas aos embrides de Gallus gallus, como a
dificuldade em extrapolar os resultados para organismos mamiferos, uma
vez que o embrido de Gallus gallus se desenvolve externamente ao
organismo materno (Bjgrnstad et al., 2015; Psychoyos, 2008). Assim, o
metabolismo materno e a protecéo seletiva da barreira placentaria contra a
exposicao do feto a substancias devem ser considerados, a depender da
proposta do estudo, de modo que a dose usada nos embrides de Gallus
gallus deve levar em conta a que os embrides sdo exclusivamente expostos
(Da Costa et al., 2021).

2.2 DESENVOLVIMENTO INICIAL EM GALLUS GALLUS

As aves, assim como o0s répteis e mamiferos, sado vertebrados
pertencentes aogrupo dos amniotas. Seus ovos apresentam um conjunto
de membranas extraembrionarias: amnio, saco vitelinico, coérion e
alantéide, que, juntamente com umenvoltério rigido (a casca), circundam o
embrido, permitindo seu desenvolvimento externo ao organismo materno
(Yahav; Brake, 2014; Gilbert; Barresi, 2020). Na figura 1, observa-se uma

comparacao entre embrides de ave e mamifero.
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FIGURA 1 - COMPARACAO ENTRE EMBRIAO DE AVE E MAMIFERO
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A: Modelo de embrido de ave. B: Modelo de embrido de mamifero. Em negrito estao
indicadas asmembranas extraembrionarias comuns aos dois vertebrados. Fonte: Adaptada
de Gilbert; Barresi,2020.

Apoés a ovulacdo, uma série de eventos cruciais ocorre no oviduto da
galinha, incluindo fertilizacdo, secrecao de albumina e formacao da casca,
e duram em torno de 25 horas (Sheng, 2014). Ainda no oviduto, tem inicio
a segmentacdo, um processo que dara origem ao disco germinativo ou
blastoderme (Salmito-Vanderley; Santana, 2015). Com a ocorréncia da
oviposicdo, € necessario que 0s ovos sejam incubados a uma temperatura
adequada para que o desenvolvimento prossiga adequadamente, sendo
que para Gallus gallus é de 37,5°C (+ 0,5°C) (Garcia; Fernandez, 2012).

No momento da postura, a blastoderme esta dividida em duas
camadas celulares: o epiblasto, responsavel pela formacéo do embrido, e o
hipoblasto, que originard por¢cbes das membranas extraembrionarias
(Gilbert, Barresi, 2020). A seguir, ja nas primeiras horas de incubagcdo do
ovo, 0 desenvolvimento embrionario de G. gallus prossegue por meio do
processo morfogenético da gastrulacdo. Nesse momento, as células do
epiblasto, uma camada unicelular, dardo origem aos trés folhetos
embrionarios: endoderma, mesoderma e ectoderma. ISso ocorre gragas a
formacdo da linha primitiva, estrutura que se forma a partir da foice de
Koller e que permite a migracdo das células do epiblasto para o espaco

subgerminal (figura 2) (Garcia; Fernandez, 2012; Najera; Weijer, 2020).
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FIGURA 2 - PROCESSOS DE CLIVAGEM E GASTRULAGAO EM EMBRIAO DE GALINHA
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Os quadros a esquerda mostram uma viséo superior do embrido e apresentam as
transformacgdes que o embrido passa com a formacéo da area pellcida, da foice
de Koller e da linha primitiva. Ja os quadros a direita representam cortes
transversais dos embrides de Gallusgallus e demonstram a formacg&o da cavidade
subgerminal, do hipoblasto e epiblasto. No dltimo quadro a direita é possivel
observar os movimentos celulares do epiblasto sobre a linha primitivaque permitem
a formacdo das trés camadas germinativas do embrido. FONTE: Adaptado de
Wolpert; Tickle; Arias, 2019.
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Enquanto a gastrulacdo acontece na parte posterior do embrido, a
neurulagéo, processo pelo qual se inicia a formacgéo do sistema nervoso,
comeca a ocorrer na parte anterior. Sob inducdo da notocorda, ocorre um
espessamento do ectoderma naextremidade anterior do embrido, formando
a placa neural. As laterais da placa neuralse elevam para formar as pregas
neurais, estruturas que se fundem para gerar o tubo neural (TN),
responsavel pela formacdo do sistema nervoso central (SNC) (Garcia;
Fernandez, 2012). Inicialmente, o TN é um tubo simples, mas
posteriormente é dividido em trés vesiculas encefalicas primarias na regiao
rostral: o prosencéfalo, o0 mesencéfalo e o rombencéfalo. O prosencéfalo
se subdivide, originando as vesiculasencefélicas secundarias telencéfalo e
diencéfalo, enquanto o rombencéfalo da origem ao metencéfalo e ao
mielencéfalo, cada uma dessas estruturas dando origem a diferentes
estruturas do SNC (figura 3) (Harada; Sato; Nakamura, 2016; Darnell;
Gilbert, 2017).

FIGURA 3 - FORMAGCAO DAS VESICULAS ENCEFALICAS

Estruturas derivadas em adultos

Lobos olfativos - olfato
Hipocampo — armazenamento de memaria
Cérebro - associagdo

Vesiculas secundarias

Vesiculas primarias Vesicula dptica - visdo (retina)

Epitalamo - glandula pineal

Talamo - centro de retransmissdo para neuronios
opticos e auditivos

Hipotalamo - regulagdo da temperatura, sono e

respiragao

Cérebro Anterior Telncamio

(Prosencéfalo) Diencéfalo

Cérebro Médio -

. ncéfalo
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Mesencéfalo - regulagdo da temperatura, controle
Cérebro Posterior Metencéfalo motor, motivagao e controle emocional
(Rombencéfalo) . i
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Cerebelo - coordenagao de movimentos musculares
complexos
Ponte - tratos de fibras entre o cérebro e o cerebelo

b ‘Medula - centro reflexo de atividades involuntérias

Esquema da formacéo das vesiculas encefalicas primarias e secundarias e as estruturas
do SNCque derivam delas. Fonte: Adaptado de Darnell, Gilbert, 2017.

Enquanto o SNC é formado a partir do tubo neural, a formacéo do

sistema nervoso periférico (SNP), responsavel pela comunicacdo do SNC



com o restante do corpo, ocorre a partir de diferentes origens, como as
células neurogénicas placodais e as células da crista neural (Murtazina;
Adameyko, 2023).

Todo o desenvolvimento do Gallus gallus foi classificado por Viktor
Hamburgere Howard Hamilton (1951) em 46 estagios, que se iniciam com
a postura do ovo e se encerram com a ecloséo, resultando no pintinho
completamente formado. O desenvolvimento de seu sistema nervoso
comec¢a no estadio 8HH, com a fusdo das pregas neurais, marcando o
inicio da formacé&o do tubo neural. No estadio 10HH, j& € possivel observar
as trés vesiculas cerebrais primarias: prosencéfalo, mesencéfalo e
rombencéfalo (Hamburger; Hamilton, 1951).

Nesse estudo, foram utilizados embriées no estadio 15HH, periodo
gue corresponde ao primeiro trimestre do desenvolvimento humano (figura
4) (Bjgrnstad et al., 2015).

FIGURA 4 - COMPARACAO ENTRE O DESENVOLVIMENTO HUMANO E DA GALINHA
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Comparacao entre o tempo de desenvolvimento de embrides de galinha em relagdo ao tempo de
desenvolvimento de embrides humanos. FONTE: Adaptado de Bjgrnstad et al., 2015.

2.3 CELULAS DA CRISTA NEURAL

A crista neural (CN) é uma populagéo celular presente apenas no

periodo embrionario dos vertebrados. Por apresentar caracteristicas de



multipoténcia, habilidade de migracdo em longas extensdes e capacidade
de diferenciacdo, a CN contribui para a formagao ndo apenas de tecidos
neurais, mas também de uma grandediversidade de tecidos diferenciados,
razdo pela qual muitos embriologistas a descrevem como a “quarta
camada germinativa” (Martik, Bronner; 2021; Ji et al., 2019; Dupin et al.,
2018).

A formacao da CN (figura 5) tem inicio durante a gastrulacéo e ocorre
na regido dorsal do futuro sistema nervoso central anterior (que sera
composto pelo prosencéfalo, mesencéfalo e rombencéfalo) a partir do
ectoderma neural e do ectoderma ndo neural em uma regido denominada
borda da placa neural(Leathers; Rogers, 2022; Martik, Bronner; 2021; Ji et
al., 2019).

A seguir, durante a neurulacdo, processo em que as pregas neurais
se unem para formar o tubo neural, a CN se separa do neuroepitélio que a
circunda por meio da delaminagdo, processo que divide um unico tecido
em duas populagdes celulares distintas (Gilbert; Barresi, 2020; Theveneau;
Mayor, 2012). A delaminacdo sé ocorre gracas a transicdo epitélio-
mesenquimal, caracterizada por mudancas na expressdo de moléculas de
adesdo e na polaridade celular que agregam um perfil invasivo a essas
células, permitindo que elas migrem para locais distantes no embridao em
desenvolvimento e se diferenciem em uma variedade de tipos celulares
(Leathers; Rogers, 2022; Theveneau; Mayor, 2012).

FIGURA 5 - FORMAGCAO DA CRISTA NEURAL
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Formacdo e inicio da migracdo das células da CN durante o processo de neurulagdo. FONTE:
Adaptado de Martik; Bronner (2021).



O desenvolvimento e a funcionalidade das células da CN perpassam
uma série de eventos celulares que devem ser meticulosamente regulados,
como migracéo, diferenciacdo e apoptose, por exemplo (Wang et al.,
2019). Possiveis defeitos nesses eventos podem culminar em prejuizo a
formagdo das células da CN, gerando anormalidades denominadas de
neurocristopatias, uma das causas mais comuns de defeitos congénitos (Ji
et al., 2019).

A crista neural se forma ao longo do eixo antero-posterior do embriao
e pode serdividida em quatro subpopulacdes celulares de acordo com a
posicdo em que sao especificadas, sendo elas: craniana, vagal, do tronco
e sacral (figura 6). A classificagdo da CN nessas quatro subpopulacdes
distintas ndo tem apenas embasamento anatémico, visto que as células da
CN que surgem em diferentes niveis axiais diferem em seus padrdes
migratérios, potencial de diferenciacdo e de expressao génica (Rothstein;
Bhattacharya; Simdes-Costa, 2018).

Para que o processo de migracdo das diferentes subpopulacdes da
CN ocorra, do seu local de origem até a regido alvo, inUmeros sinais
positivos e negativos s80 necessarios, tal como as interacdes dessas
células entre si, interacdes dessas célulascom outras populagbes em seu
entorno, com a matriz extracelular e sinais quimiotaticos (Theveneau;
Mayor, 2014).
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FIGURA 6 - SUBPOPULAGOES DA CRISTA NEURAL

Principais derivados Divisoes da crista
da crista neural neural

Migracao dorsolateral
Crista neural craniana e ventral da crista
Esqueleto craniofacial 1 neural do tronco
Ganglios cranianos r
Dentes (odontoblastos)
Células da tiredide Crista neural vagal

Cranial

Ganglios entéricos L
Células musculares lisas
Septos cardiacos

Vagal

Crista neural do tronco
Ganglios da raiz dorsal

Ganglios simpaticos
Medula adrenal

Tronco

Ganglios entéricos Crista neural sacral
Ganglios simpaticos

Sacral

Esquema demonstrando as subpopulag8es da crista neural ao longo do eixo antero-posterior
deum embrido de galinha, as principais estruturas derivadas de cada uma e o padrdo de
migracao dorsolateral e ventral que ocorre na crista neural do tronco. Fonte: Adaptado de
Rothstein; Bhattacharya; Simdes-Costa,2018.

As células da CN do tronco incluem a populagcédo de células da CN
gue migramdo 8° ao 27° somito em embrides de ave (Da Silva et al., 2022).
Sua migracdo, comodemonstrado na figura 6, ocorre de dois modos: pela
via ventral (através do somito) e pela via dorsolateral (entre o somito e a
ectoderme) (Rothstein; Bhattacharya; Simdes-Costa, 2018; Gilbert; Barresi,
2020). As células que migram pela viaventral ddo origem aos ganglios da
raiz dorsal, ganglios simpéticos e a medula adrenal, enquanto as células
gue migram pela via dorsolateral formam células pigmentares, o0s
melandcitos (Vega-Lopez; Cerrizuela; Aybar, 2017).

Sabe-se que fatores ambientais, como poluentes, possuem
significativa influéncia sobre os processos celulares que participam da
formacdo das células da CN e que por elas sdo desempenhadas no
desenvolvimento embrionario, podendo ser a génese de inumeras

patologias congénitas (Cerrizuela et al., 2020).

2.4 ACIDO PERFLUOROOCTANOICO (PFOA)

Substancias per e polifluoroalquil (PFASs), anteriormente denominadas

compostos perfluorados (PFCs), sdo uma classe de compostos
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antropogénicos emergentes em que as ligacdes de hidrogénio da cadeia
carbdnica sdo substituidas por ligagdes com fluor (Klingelhofer et al., 2024;
Manojkumar et al.,, 2023; Liang et al., 2022). Essas substancias sao
classificadas conforme o comprimento desua cadeia de carbono: PFAS com
seis ou mais carbonos sdo denominados de cadeialonga, enquanto aqueles
com menos de seis carbonos sdo considerados de cadeia curta (Barlow et
al., 2019). Além da variagcdo no tamanho da cadeia carbdnica, diferentes
PFAs possuem diferentes grupos funcionais, como carboxilato, fosfato,
sulfonato e amina, entre outros (figura 7) (Gaines, 2022; Panieri, 2022). A
regido da cadeia fluorada apresenta perfil lipofilico e hidrofébico e é estavel
contra variagbes de temperatura e pH, enquanto os grupos funcionais séo
polares (Gaines, 2022; Manojkumar et al., 2023). Essas caracteristicas
moleculares sdo Unicas aos PFAS e agregam grande valor em sua
aplicacao industrial, a qual ocorre desde a década de1950 (Gaines, 2022).

FIGURA 7 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA ESTRUTURA GERAL DE UMA MOLECULA
DE PFA

/ \' Grupo
Cauda fluorada hidrofobica (tamanho variavel) / | carboxilato

Cabega polar hidrofilica
\ (composigao variavel)
|

Grupo
fosfato

Grupo
sulfonato

Esquema da estrutura geral de uma molécula de PFA demonstrando a cauda fluorada
hidrofébica e exemplos de grupos funcionais que podem ocorrer em diferentes
moléculas desse grupo. Fonte: Adaptado de Panieri et al., 2022.

Essas substancias sao utilizadas em 25 ramos industriais diferentes,

sendo encontradas em uma grande variedade de produtos de consumo,



como tecidos impermeabilizados, embalagens de alimentos, espuma de
combate a incéndio, inseticidas, panelas antiaderentes, cosméticos e
produtos de limpeza, eletrbnicos no geral, tintas, entre muitos outros
(Gluge et al., 2020; Gaines, 2022).

No entanto, essas mesmas caracteristicas quimicas que os tornam
interessantes para aplicagdes industriais fazem dos PFAS compostos
resistentes a degradacdo quimica, térmica e bioldgica, tornando-os, assim,
compostos persistentes no ambiente (Cousins et al.,, 2020). A alta
persisténcia influencia o comportamento dessas substancias no ambiente,
onde sdo amplamente distribuidas e atingem concentracfes mais altas do
que produtos quimicos néo persistentes, demandando atencdo especial no

contexto da toxicologia (Cousins et al., 2019).

As principais formas de exposicdo aos PFAS sdo por ingestdo e
inalacdo, através de alimentos, agua potavel, fontes transportadas pelo ar
e poeira doméstica (Jian et al., 2017; De La Torre et al., 2019).

Entre os PFAS, o acido perfluorooctandico (PFOA) (figura 8) € um
dos compostos que recebe mais atencdo em estudos toxicolégicos devido
a sua ampla e antiga aplicacdo industrial, além de ser apontado como
prevalente no ambiente, em animais e humanos em relacédo a outros PFAS
(Holmstrom et al., 2005; Florentin et al., 2011; Gaines, 2022).

O PFOA nao é metabolizado e apresenta diversas consequéncias
negativas para a saude, sendo carcinogénico e causador de infertilidade
masculina, alteracdes metabdlicas, aumento do figado, perda de peso,
toxicidade no desenvolvimento, imunotoxicidade, desregulacdo enddcrina,
entre outros efeitos (Barlow et al., 2019; Eggert et al., 2019). Estudos em
ratos mostraram que ele se concentra no figado, rins e sangue (Steenland
et al., 2010). Em humanos, ja foi detectado em amostras de sangue em
varias regides do mundo (Kannan et al., 2004). Além disso, o PFOA pode
atravessar a barreira placentéaria, atingindo embrides e fetos, além de ser
identificado em recém-nascidos e no leite materno, evidenciando a
exposicao pré e pos-natal a esse composto (Kannan et al., 2004; Steeland
et al., 2010; Eggert et al., 2019). Estudos anteriores do grupo

demonstraram que o PFOA gera embriotoxicidade em Gallus gallus ao
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promover mortalidade e alteragcbes morfolégicas, principalmente na regiao
cefélica e no tubo neural, além de gerar alteracbes em processos celulares,
como apoptose e proliferacdo, expressado de moléculas de adesao celular e
na migracao de células da crista neural craniana (Da Costa, 2022; Kmecick
et al., 2019).

FIGURA 8 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA ESTRUTURA QUIMICA DO ACIDO
PERFLUOROOCTANOICO

Estrutura quimica do PFOA, composta por uma cadeia perfluorada de oito carbonos e um grupo
carboxila. Fonte: Adaptado de Panieri et al., 2022.

A crescente preocupacao com esses compostos levou a reducao e
eliminacaoda producéo e utilizacdo de alguns PFAS (ITRC, 2020). Essas
restricbes foram implementadas a partir dos anos 2000, quando foram
relatados a onipresenca e 0s riscos a saude associados a dois PFAS: o
PFOA e o PFOS (Giesy; Kannan, 2001). Esses dois compostos,
amplamente utilizados, foram incluidos na Convencéo de Estocolmo sobre
Poluentes Organicos Persistentes (POPs) em 2009 (PFOS) e 2019 (PFOA)
para eliminacédo ou restricdo global (UNEP, 2019). No Brasil, o Projeto de
Lei 2726/2023, apresentado em 22 de maio de 2023, que institui a politica
nacional de controle dos PFAS, ainda esta em tramitagcdo na camara dos
deputados (BRASIL, 2023). Apesar das restricbes impostas, o PFOA e o
PFOS continuam sendo os PFAS mais detectados e estudados no
ambiente global (EPA, 2022; OECD, 2022).

3 MATERIAL E METODOS
Esse trabalho é parte de um estudo mais abrangente intitulado:

“Acao do chumbo, cadmio e acido perfluorooctandéico, de maneira isolada e



em mistura, sobre o desenvolvimento da regido cefalica de Gallus gallus”.
Todos os procedimentos realizados nesse estudo foram aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animaisdo Setor de Ciéncias Biolégicas da
Universidade Federal do Parana (CEUA/BIO - UFPR), sob o certificado de
namero 1210, processo 23075.045.626/2018-12, aprovado em 18 de
setembro de 2018.

3.1 OBTENCAO DOS EMBRIOES

Os ovos fertilizados de Gallus gallus utilizados para a obtencao de
embrides foram doados por uma empresa, localizada no municipio da Lapa
(PR). No laboratério, os ovos foram higienizados com papel toalha
umedecido em alcool 70%, pesados e identificados de acordo com os

grupos experimentais.

3.2 DOSES DE EXPOSICAO E GRUPOS EXPERIMENTAIS

O desenho experimental foi constituido de dois grupos distintos: o
grupo controle, composto por embrides que receberam solucéo fisiolégica
(0,9% de NaCl) inovo e o grupo exposto, tratado com 5 ng.ml* de PFOA in

ovo.

A concentracdo de PFOA utilizada foi determinada com base na
extrapolacdo alométrica interespécies, empregando a taxa metabdlica
basal para diferentes matrizes bioldgicas (aves ndo passeriformes e
mamiferos placentarios), conforme descrito por Da Costa e colaboradores
(2021) (Calculo 1). Esta concentracdo foi baseada nos niveis de PFOA
encontrados no sangue do corddo umbilical humano, na placenta e no
recém-nascido, sendo, assim, capaz de mimetizar os efeitos que o PFOA

pode ter sobre o embrido em desenvolvimento (Cariou et al., 2015).
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CALCULO 1 - EXTRAPOLAGAO ALOMETRICAS INTERESPECIES

TMB ref =k x m®7™®
TMB alve =k x m®7®

Total da dose de referéncia (mg)

Dose TMEBref = TMB ref
re

Dose alve = Dose TMBref = TMB alvo

TMB — Taxa metabdlica basal.

k — Constante de grandes grupos taxonémicos, de acordo com o0s grupos de energia de
Hainsworth:aves ndo passeriformes (k = 78) e mamiferos placentéarios (k = 70).

m — Massa corporal (kg).

Total da dose de referéncia (mg) — média das doses encontradas em diferentes matrizes
biolégicas.

3.3 METODO DE EXPOSICAO

A camara de ar do ovo € o local onde ocorre melhor disperséo de
contaminantes no embrido (Yamamoto et al., 2012), sendo, por isso, o local
de escolha para a injecdo das solucdes. No fluxo laminar, foi feito um
orificio na casca com agulha de grande calibre (1,00 X 30 mm), pelo qual o
NaCl e PFOA foram injetados. Logo apds, os ovos foram selados com fita
adesiva, posicionados com a camara de ar voltada para cima e incubados
em incubadora BOD (SL-224, SOLAB Cientifica), em temperatura
controlada a 38°C (x 0,5°C), com umidade e ventilacdo constantes (Da
Costa et al., 2021).

3.4 COLETA DE EMBRIOES

Os embrides foram incubados por 48-52 horas aproximadamente, até

atingiremo estadio 15HH (figura 9).



FIGURA 9 - EMBRIAO DE GALLUS GALLUS EM ESTADIO 15HH

MS

VO CO+L

FCV

ME

Imagem de um embrido de Gallus gallus no estadio 15HH, destacando as estruturas
anatdmicas principais. MS = mesencéfalo; MT = metencéfalo; PS = prosencéfalo; FCV =
flexura cervical; FC = flexura craniana; VO = vesicula 6tica; C = cora¢do; S= somitos; ME
= medula espinhal; CO+L = cdlice 6ptico + lentes. Fonte: Adaptado de Hamburger e
Hamilton (1951).

Vinte minutos antes da abertura, os ovos foram colocados na
posicdo horizontal, na incubadora, para que o embrido se posicionasse na
parte superior do ovo, possibilitando sua visualizacédo pela janela da casca.
ApoOs a remocao dos ovos da incubadora foram retirados 3 ml de albumen
para reduzir o volume do conteddo interno do ovo promovendo, assim, o
descolamento da membrana interna e, consequentemente, a descida do
embrido. Com o auxilio de tesoura cirargica foi realizada uma abertura na
casca, de aproximadamente 2x2cm, para observacdo e acesso aos
embrides. Em seguida, foram retirados e colocados em placas de Petri com

salina tamponada com fosfato (PBS), sobre placa de gelo. Sob
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estereomicroscépio, as membranas extraembrionarias foram retiradas e o
estadio doembrido determinado de acordo com os critérios estabelecidos por
Hamburger e Hamilton (1951) e fixados em paraformaldeido (PFA) 2% (Da
Costa et al., 2021).

Foram selecionados apenas embrides no estadio 15HH. Aqueles que
nao se encontravam no estadio de interesse foram armazenados e serao

utilizados em outrostrabalhos do Laboratério de Embriotoxicologia — UFPR.

Os processos de exposicao, abertura dos ovos e coleta dos embrides

sdo demonstrados na figura 10.

FIGURA 10 - EXPOSICAO E COLETA DOS EMBRIOES

Procedimentos realizados: 1 - abertura de um orificio na casca do ovo; 2 - exposi¢cdo ao PFOA
ou NaCl; 3 - disposicado dos ovos na incubadora; 4 - abertura de uma janela na casca do ovo; 5
- retirada de albumen; 6 - coleta do embrido. Fonte: A autora (2024).

3.5 EMBLOCAGEM DOS EMBRIOES

Foram utilizados 3 embribes no estadio 15HH, por grupo
experimental. Osembrides foram retirados do fixador e lavados trés vezes
com PBS 1X, por 5 minutos cada. Em seguida, foram embebidos em

solucdo de gelatina 30% e sacarose 15% em banho-maria a 37°C, sendo
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realizadas trocas das solugbes a cada 1 hora, por 4 horas. Apos, 0s
embrides foram retirados do banho-maria e emblocados em moldes
plasticos devidamente identificados. Posteriormente, foram mantidos sob
refrigeracdo a 4°C, por 12h, de modo a possibilitar completa polimerizacéo
da gelatina. Os blocosforam retirados do molde somente no momento do

corte.

3.6 MICROTOMIA

Para a microtomia, foi utilizado o micrétomo de navalha vibratoria -
vibratomo (Leica VT1000 S), onde foram realizados cortes transversais
seriados da regido do tronco em espessura de 100 ym e armazenados em
PBS em placas de 24 pocos refrigerados a 4°C, para posterior

imunomarcacao.

3.7 IMUNOHISTOQUIMICA

A técnica Free Floating foi utilizada para imunomarcagdo, com
protocolo baseado em Da Costa e colaboradores (2021). Essa técnica
apresenta algumas vantagens, em relacdo a imunomarcacdo em lamina,
como realizar o ensaio com cortes mais espessos, lavagem mais eficiente
dos reagentes, possibilidade de reutilizagdo de anticorpos e otimizagéo de
tempo dos experimentos, por exemplo (Potts; Coppotelli; Ross, 2021)

Os cortes foram retirados da refrigeracdo, lavados com PBS pH 7,4,
refixados em PFA 2% por 10 min, lavados novamente em PBS, incubados
em glicina 0,1 M por2 minutos para bloquear os radicais aldeidicos livres e
deixados em solucédo de PBS, BSA 1% e triton X-100 0,3%, por 4 horas, no
agitador magnético (Scienware) para bloqueio dos sitios inespecificos e
permeabilizacdo do tecido, respectivamente.

A seguir, realizou-se incubacédo com o anticorpo primario (IgM) anti-
HNK-1 (Chemicon Biotechnology) (produzido em camundongo e especifico
para células da crista neural de galinha) ndo diluido, overnight, a 4°C.

No dia seguinte, os cortes foram lavados com PBS, BSA 1% e triton
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X-100 0,3%e incubados com anticorpo secundario anti-lgM (EMD Millipore
Corporation) (de camundongo produzido em cabra, conjugado com
rodamina) diluido em PBS, BSA 1% e triton X-100 0,3% na concentracéo
1:100, por uma hora e meia. Trinta minutos antes do término da incubacéo
com o anticorpo secundario, foram adicionados 25 pL de solucdo de DAPI
(Santa Cruz Biotechnology), na concentragdo 100ng.mlt. Posteriormente,

os cortes foram lavados em PBS.

Trés pocos, com cortes de regides imediatamente anteriores aos
cortes de interesse, foram destinados aos controles: 1) branco (nao
recebeu os anticorpos primario e secundario); 2) primario (ndo recebeu
anticorpo secundario); e 3) secundario (ndo recebeu o anticorpo primario).

Os cortes foram dispostos em laminas previamente gelatinizadas
(0,1%) em meio de montagem Gel Mount (Biomeda Corporation) e as

laminulas foram seladas com esmalte livre de formol.

3.8 CAPTURA E ANALISE DE IMAGENS

A captura de imagens foi realizada em microscopio de varredura a
laser confocal, modelo A1SiR+MP (Nikon Corporation, Tokio, Japao), com
distancia de 1um entre uma secg¢ao e outra, utilizando o software
NisElements.

A analise focou na intensidade relativa de fluorescéncia (IRF) das
células da crista neural, marcadas com o anticorpo anti-HNK-1, para avaliar
0 numero de célulasdessa populacdo em migracdo. As imagens capturadas
foram analisadas utilizando o software ImageJ Fiji (National Institutes of
Health - NIH).

Para a medicdo da IRF, foi analisado, para cada embrido, um corte
apenas no canal vermelho de fluorescéncia, representando células
marcadas com rodamina (conforme ilustrado na figura 11). Foram
registradas a area e a densidade integrada bruta (RawIntDen) de cada
corte, sendo realizadas trés medicbes por corte. A seguir, 0 valor de
RawIntDen, que representa a quantidade total de pixels em uma imagem

(Gunder et al., 2022), foi dividido pelo valor da area do corte para obter a
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IRF para cada medicéo.
A média das trés medicoes foi calculada e posteriormente a média
da IRF do controle secundario foi subtraida da IRF das amostras para obter

o valor final da IRF.
FIGURA 11 - ANALISE DAS IMAGENS NO SOFTWARE IMAGEJ FlJI
File‘ Ednr lrﬁag?e Process Analyze Plugins Window Help

0jo)af8l /| <[t/ N Ao el 4] jeun] o] 4] 8] |

(Fiji Is Just) ImageJ 2.14.0/1.54f. Java 1.8.0_322 [64-bil]; Click here to search

| [ AVG_P1 Corte 3 20% (1).nd2 - C X [ AVG_P1 Corte 3 20x (1).nd2 - C
628.37x628.37 microns (1024x1024); 16-bit 2118 628.37x628.37 microns (1024x1024); 16-bit. 2MB

628.37x628.37 microns (1024x1024); 16-bit. 2MB

[ Results - m] X
File Edit Font Results

[Area [Mean [intDen [RawintDen  [MinThr [MaxThr | =
1 143091693 70210 10046482108 26679487 0 65535
2 167528687 66.782 11187960275 29710802 0 65535
3 157478246 69412 10930847.854 29028013.000 0 65535

llustracdo do processo de contorno e analise de células marcadas com rodamina no
software ImageJ Fiji, mostrando como a &rea e a densidade integrada bruta
(RawIntDen) sdo medidas e utilizadas para calcular a intensidade relativa de
fluorescéncia (IRF).

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os testes foram realizados por meio do software GraphPad Prism 9, a
fim de avaliar se as diferencas observadas séo estaticamente significativas
quando comparadas aos controles, sendo considerado p<0,05
estatisticamente significativo. Os dados foram submetidos a testes de
normalidade e seguiram a distribuicdo normal,segundo o teste de Shapiro-

Wilk. A seguir foram submetidos ao teste t de Student.



4 RESULTADOS

Nos embrides controle (FIGURAS 11 e 12), foram observados
grupamentos celulares evidentes, marcados com anti-HNK-1 (em
vermelho), com células migrandopela via ventral (através do somito) e
pela via dorsolateral (entre o somito e a ectoderme). Porém, nos
embrides expostos ao PFOA (FIGURAS 13 e 14), nota-se a diminuicdo na
quantidade e tamanho dos grupamentos celulares em relagcdo ao grupo
controle. Além disso, nos cortes expostos, as células migram

predominantemente pelavia ventral.

FIGURA 11 - GRUPAMENTOS DE CELULAS DA CRISTA NEURAL EM MIGRACAO EM
EMBRIAOCONTROLE NO ESTADIO 15HH

Cortes histolégicos imunomarcados para identificagdo das células da crista neural (CCN) do
tronco emmigracdo. A: aumento de 20X; B, C e D: aumento de 60X, evidenciando os
grupamentos de CCN em migracdo. Cabecas de seta: CCN migrando pela via ventral;

Setas: CCN migrando pela via dorsolateral. TN: tubo neural; N: notocorda; AD: aorta
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dorsal; DT: dermomiétomo. Imunofluorescénciacom anticorpo anti-HNK-1 (vermelho) e
marcacéao nuclear com DAPI (azul). FONTE: A autora (2024).

FIGURA 12 - GRUPAMENTOS DE CELULAS DE CRISTA NEURAL EM MIGRAGAO EM
EMBRIAO CONTROLE NO ESTADIO 15HH

Cortes histolégicos imunomarcados para identificagdo das células da crista neural (CCN)
do tronco em migracdo. A: aumento de 20X; B: aumento de 60X, destacando os
grupamentos de CCN em migracdo. Cabecas de seta: CCN migrando pela via ventral;
Setas: CCN migrando pela via dorsolateral. TN: tuboneural; N: notocorda; AD: aorta dorsal;
DT: dermomiétomo. Imunofluorescéncia com anticorpo anti- HNK-1 (vermelho) e

marcacao nuclear com DAPI (azul). FONTE: A autora (2024).



FIGURA 13 - GRUPAMENTOS DE CELULAS DE CRISTA NEURAL EM MIGRAGAO EM
EMBRIAO EXPOSTO AO PFOA

Cortes histologicos imunomarcados para identificagdo das células da crista neural (CCN)
do tronco em migragdo. A: aumento de 20X; B: aumento de 60X evidenciando os
grupamentos de células da CN em migracdo. Cabecas de seta: CCN migrando pela via
ventral. TN: tubo neural; N: notocorda; AD: aorta dorsal; DT: dermomiétomo; DM: ducto
mesonéfrico. Imunofluorescéncia com anticorpo anti-HNK-1 (vermelho) e marcagéo
nuclear com DAPI (azul). FONTE: A autora (2024).
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FIGURA 14 - GRUPAMENTOS DE CELULAS DE CRISTA NEURAL EM MIGRAGCAO EM
EMBRIAO EXPOSTO

Cortes histolégicos imunomarcados para identificagdo das CCN do tronco em migracao. A:
aumento de 20X; B: aumento de 60X, evidenciando os grupamentos de células da CN em
migracdo. Cabecas de seta: CCN migrando pela via ventral. TN: tubo neural; N:
notocorda; AD: aorta dorsal; DT: dermomiétomo; DM: ducto mesonéfrico.
Imunofluorescéncia com anticorpo anti-HNK-1 (vermelho) e marcag¢éo nuclear com DAPI
(azul). FONTE: A autora (2024).

Os dados obtidos na anélise das imagens no software ImageJ Fiji
estdoindicados nas tabelas 1 e 2 (embrides controle e expostos ao PFOA,

respectivamente).
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TABELA 1 - DADOS DE AREA, DENSIDADE INTEGRADA BRUTA E DA MEDIA FINAL
DOS EMBRIOES CONTROLE

Embrides controle
Area RawIntDen IRF Média IRF
336.725.544 | 13.061.411 0,03878949
Controle IRF final
. | 306.857.019 | 12.263.639 0,03996532 0,04
secundario

325.057.392 | 12.740.582 0,03919487
183.920.809 | 62.042.377 0,33733201

Cc2 182.333.224 | 60.926.883 0,33415130 0,33 0,29
211.139.090 | 65.871.479 0,31198145
172.404.036 75.927.624 0,44040514

C3 181.549.975 | 78.133.718 0,43037030 0,44 0,40
172.313.284 | 76.458.076 0,44371551
267.988.285 | 157.903.447 0,58921772

C7 281.775.351 |162.398.201 0,57633927 0,58 0,54
277.818.437 [161.686.487 0,58198617

Fonte: A autora (2024).




TABELA 2 - DADOS DE AREA, DENSIDADE INTEGRADA BRUTA E DA MEDIA FINAL
DOS EMBRIOES EXPOSTOS AO PFOA

Embrides tratados - PFOA
Area RawIntDen IRF | Média IRF
286,500,828 | 8,967,985 | 0.03130178
Controle .
cecundario 260,685,241 | 10,834,092 | 0.04156005 0.03 |IRFfinal
259,494,552 | 7,459,071 | 0.02874462
278,102,365 | 39,629,606 | 0.14250007
P1 271,791,938 | 38,830,708 | 0.14286924 0.14 0.11
305,832,394 (42,251,500 | 0.13815247
152,043,326 | 28,126,299 | 0.18498871
P56 103,502,596 | 19,933,509 | 0.19258946 0.19 0.15
158,417,015 | 29,183,606 | 0.18422015
217,330,523 |36,198,295| 0.16655873
P35 220,035,745 | 36,389,058 0.16537794 0.17 0.13
221,736,299 | 36,706,657 | 0.16554194
Fonte: A autora (2024).
Foi quantificada a diminuicdo na intensidade relativa de

fluorescéncia das células da crista neural do tronco marcadas com anti-

HNK-1 em embrides no estadio 15HH expostos ao PFOA em relacédo aos

embrides controle, evidenciando assim, uma reducdo significativa no

namero de células da crista neural do tronco em migracdo, como

demonstrado na figura 14.




FIGURA 14 - GRAFICO DA INTENSIDADE RELATIVA DE FLUORESCENCIA DE
CELULAS DACRISTA NEURAL DO TRONCO

Intensidade relativa de fluorescéncia
0.6

IRF

*

]

Controle PFOA

PFOA: n = 3; Controle: n = 3. Asterisco indica a diferenca estatisticamente significativa em
comparacdo ao controle: * p<0,0497. Valores = Média = Erro padrdo. FONTE: A autora
(2024).
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5 DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo indicam que o PFOA é
prejudicial as células da crista neural (CCN) do tronco de embrides de
Gallus gallus no estadio 15HH, por meio da interferéncia no numero de
células migratorias. Sabendo que esse processo € indispensavel para a
funcionalidade adequada dessa populacdo (Brandelli; Lopes; Boelter,
2017; Szabd; Mayor, 2018), podemos afirmar que o PFOA é citotoxico as
células da crista neural do tronco.

O desenvolvimento e migracdo anormal dessa populacdo de células
podem culminar no surgimento de neurocristopatias, um grupo
heterogéneo de doencas congénitas raras (Pilon, 2021). Como as células
da crista neural do tronco dédo origem aos ganglios da raiz dorsal, aos
ganglios simpaticos, a medula adrenal e aos melandcitos, a perturbacéo
das fun¢bes dessa populacdo durante o desenvolvimentoembrionario pode
acarretar o surgimento de neurocristopatias relacionadas a essas
estruturas (Vega-Lopez; Cerrizuela; Aybar, 2017). Kam e colaboradores
(2014) demonstraram que 0 aumento da apoptose e consequente
perturbacdo da migracdo das CCN do tronco em camundongos gerou
fendtipo semelhante a doenca de Hirschsprung, uma neurocristopatia
caracterizada por defeitos no sistema nervosoentérico e hipopigmentacéo,
por exemplo. Assim, os resultados obtidos no presente trabalho geram
preocupacédo, visto que sugerem que a exposicdo ao PFOA pode gerar
perturbacdo dessa populagéo celular, e consequentemente, das estruturas
gue dela derivam.

Até o momento, existe uma lacuna na literatura acerca dos efeitos do
PFOA sobre as CCN. Nenhum estudo traz como objetivo especifico
analisar os mecanismospelos quais esse poluente pode induzir toxicidade
sobre essa populagéo celular, bemcomo o efeito desse poluente sobre a
migracdo das CCN do tronco. Contudo, ha algumas pesquisas que buscam
observar os efeitos que o PFOA e o Acido perfluorooctanessulfonico
(PFOS), um PFA com estrutura e toxicidade semelhantes (Ghisi; Vamerali;
Manzetti, 2019), tém sobre células-tronco neurais (CTN), as quais sao

geradas a partir de células do neuroectoderma embrionario, mesmo tecido
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que origina as CCN (Galli; Gritti; Bonfanti; Vescovi, 2003). Entre os efeitos
deletérios que esses contaminantes geram sobre as CTN estdo a alteracdo
damorfologia (Pierozan; Karlsson, 2021), diminuicéo da proliferacéo celular
(Wan Ibrahim et al., 2013; Dong et al., 2016), diminuicdo da viabilidade
celular (Dong etal., 2016) e aumento da apoptose (Wan Ibrahim etal., 2013).
Desse modo, sabendoque as CTN possuem a mesma origem tecidual que
as CCN, podemos sugerir que os efeitos negativos que esses compostos
tém sobre as células-tronco neurais também poderiam ser observados nas
CCN, sendo esse um motivo para a realizacdo de estudos que busquem
investigar os efeitos do PFOA sobre esses processos celularesnas CCN, os
quais podem estar relacionados com a diminuicdo da migracdo dessas
células.

Além disso, j& foi demonstrado que o PFOA altera a distancia linear de
migracdo e o numero de células migratérias da CN, mas em células da
crista neural craniana de embrides de Gallus gallus nos estadios 10HH e
14HH (Da Costa, 2022). Os principais resultados desse trabalho indicam
que o PFOA modifica a expressédo de [(3-catenina, N- e E-caderina. Essas
moléculas de adesao celular sdo essenciais para a interacdo célula-célula
e célula-matriz, além de desempenharem papel crucial na transicdo
epitélio-mesenquimal. Quando esses processos sao perturbados, a
migracdo das CCN é afetada em qualquer uma das suas subpopulacdes
(Mckeownn; Wallace; Anderson, 2013). Desse modo, sabendo que
alteracdes nas moléculas de adesdo podem afetar a migracao das CCN do
tronco, os dados obtidos por Da Costa (2022) fornecem uma possivel

explicacéo para os resultados obtidos no presente estudo.

A grande maioria dos estudos que buscam analisar a citotoxicidade
de PFAs sobre células eucaribticas sao realizados in vitro e apontam dois
mecanismos principais de citotoxicidade: desequilibrio da homeostase de
calcio e estresse oxidativo. Ambos mecanismos culminam na disfuncéo
mitocondrial, com aumento daproducdo de espécies reativas de oxigénio,
aumento da atividade das caspases, liberagdo do citocromo c, deplecéo
dos niveis intracelulares de ATP e alteracdo da atividade de enzimas

antioxidantes, resultando em morte celular programada, ou apoptose
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(Freire et al., 2008; Kleszczynski; Stepnowski; Sktadanowski,2009; Zhao et
al., 2010; Kleszczynski; Sktadanowski, 2011; Liu et al., 2011; Xu et al.,
2019; Wang et al., 2019). Esses mecanismos de citotoxicidade podem
explicar a diminuicdo da migracdo das CCN por meio do aumento da
apoptose, como ja demonstrado por Sharma e colaboradores (2019), que
observaram diminuicdo da migracdo das células da crista neural craniana
em embrides de Gallus gallus apos a exposicdo a uma combinacdo de
inseticidas.

Para obter dados mais robustos e contribuir para uma conclusdo mais
fundamentada, é necessario aprimorar 0s experimentos. O principal
limitante deste trabalho foi o nUmero reduzido de embrides utilizados e a
observacdo em apenas um estadio de desenvolvimento, devido a
dificuldade em adquirir ovos embrionados de fontes especializadas. Um
estudo com um numero maior de amostras proporcionaria maior
confiabilidade estatistica. Além disso, observar os efeitos do PFOA sobre a
migracdo das CCN dos estadios 15HH ao 19HH daria uma visdo mais
abrangente doimpacto desse poluente, jA que € nesse intervalo que ocorre
a migracdo das células da crista neural do tronco em Gallus gallus

(Giovannone et al., 2015).
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6 CONCLUSOES

O presente estudo buscou analisar os efeitos do PFOA na
migracdo das células da crista neural (CCN) do tronco em embrides de
Gallus gallus no estadio 15HH. Os resultados indicam que a exposi¢ao ao
PFOA, em concentracdo ambientalmente relevante, prejudica a migragao
das CCN do tronco, um efeito até entdo ndo descrito na literatura

Este achado ressalta a importancia de considerar os impactos
potenciais dos compostos perfluorados no desenvolvimento embrionario
das aves e sugere a necessidade de investigacbes adicionais para
elucidar os mecanismos moleculares associados a essa toxicidade

especifica.
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