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RESUMO

O acido perfluorooctandico (PFOA) é um produto sintético empregado na fabricacéo
de utensilios industriais e domésticos. Apesar da relevancia econdmica, esse
composto € persistente e tende a se acumular nos 6rgdos e tecidos humanos,
resultando em distarbios diversos. Entre as altera¢des observadas, o PFOA interfere
nos processos de neurulacéo primaria (NP) e secundaria (NS), que sdo mecanismos
responsaveis pela formacdo do tubo neural (TN), precursor do sistema nervoso
central. A NP constitui o TN da regido anterior pela dobra da placa neural, enquanto a
NS é responséavel pela formagdo dessa estrutura pela condensacdo das células
mesenquimais na porcao caudal. Em estudos recentes, foram descritos movimentos
morfogenéticos distintos na regido de transicdo entre a NP e NS, conhecidos como
neurulacéo juncional (NJ), que conecta a por¢cao anterior e posterior do TN. Embora a
contaminacgao por PFOA ja tenha sido associada a malformacgdes durante a NP e NS,
até o momento ndo foram encontradas evidéncias de sua relacdo com a NJ. Sendo
assim, com o intuito de incrementar o estudo da neurotoxicidade do PFOA durante a
neurulacdo, o presente trabalho investigou os impactos desse contaminante na
integridade e estruturacao tecidual durante a NJ em embrides de Gallus gallus. Para
isso, 10 ovos foram injetados com NaCl 0,9% (grupo controle) e 10 com PFOA 5 ng.ml
! (grupo exposto) e, em seguida, incubados por 40-45 horas para a obtencdo de
embribes no estadio HH11l. Apds a incubacdo, os embrides foram fixados,
emblocados em Historesina®, cortados transversalmente na espessura de 5 pm e,
entdo, submetidos a coloracdo. Parte dos cortes de 6 embrides (3 controles + 3
expostos) foram corados em hematoxilina e eosina (H&E) para a analise morfologica
qualitativa e semiquantitativa via score morfolégico. A outra parte foi submetida a
marcacao histoquimica com &cido periddico Schiff (PAS) para a andlise
semiquantitativa da integridade tecidual. A analise morfolégica revelou
desestruturacdo da placa neural, falha na transicdo epitelial mesenquimal, invasao
celular e apoptose. O score morfolégico atribuiu valores de alteraces maiores no
grupo exposto. A andlise da integridade tecidual mostrou que embrides expostos ao
PFOA apresentaram instabilidade estrutural em comparacdo com o controle, com
reducao significativa de 30% na intensidade de marcacdo. Com base nos resultados
obtidos, juntamente com a revisdo de literatura existente, pode-se concluir que o
PFOA atua como um agente degenerativo durante a neurulagdo, promovendo algum
tipo de disfuncdo em todas as etapas desse processo descritas até 0 momento.

Palavras-chave: Embriotoxicologia; Acido Perfluorooctanoico; Malformacées.



ABSTRACT

Perfluorooctanoic acid (PFOA) is a synthetic compound used in the manufacturing of
industrial and household products. Despite its economic relevance, this compound is
persistent and tends to accumulate in human organs and tissues, causing a variety of
disorders. Among the observed alterations, PFOA interferes with the processes of
primary neurulation (PN) and secondary neurulation (SN), which are mechanisms
responsible for the formation of the neural tube (NT), the precursor of the central
nervous system. PN forms the anterior region of the neural tube (NT) through the
folding of the neural plate (NP), while SN is responsible for the formation of this
structure through condensation of mesenchymal cells in the caudal portion. Recent
studies have described distinct morphogenetic movements in the transition region
between PN and SN, known as junctional neurulation (JN), which connects the anterior
and posterior portions of the NT. Although contamination with PFOA has been
associated with malformations during PN and SN, there is currently no evidence of its
relationship with JN. Therefore, aiming to enhance the study of PFOA neurotoxicity
during neurulation, this study investigated the impacts of this contaminant on tissue
integrity and organization during JN in Gallus gallus embryos. To achieve this, eggs
were injected with 0.9% NaCl (control group) or 5 ng/ml-t PFOA (exposed group), and
then incubated for 40-45 hours to obtain embryos at HH11 stage. After incubation, the
embryos were fixed, embedded in Historesin®, transversely sectioned at a thickness
of 5 um, and subsequently subjected to staining. Some sections were stained with
hematoxylin and eosin (H&E) for qualitative and semi-quantitative morphological
analysis using a morphological scoring system. The other part was subjected to
histochemical staining with periodic acid-Schiff (PAS) for semi-quantitative analysis of
tissue integrity. Morphological analysis revealed malformations in the PN, failure in the
epithelial-mesenchymal transition, cell invasion, and apoptosis. The morphological
scoring assigned higher alteration values to the exposed group; however, the
differences were not significant due to the sample size. Analysis of tissue integrity
showed that embryos exposed to PFOA exhibited structural instability compared to the
control group, with a significant reduction of 30% in staining intensity. Based on the
obtained results, along with the review of existing literature, it can be concluded that
PFOA acts as a degenerative agent during neurulation, causing some form of
dysfunction in all described stages of this process so far.

Keywords: Embryotoxicology; Perfluorooctanoic Acid; Neurulation.
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1 INTRODUCAO

1.1  ACIDO PERFLUOROOCTANOICO (PFOA)

O acido perfluorooctandico (PFOA, CnF2n+1COOH) é um composto
organofluorado de origem artificial pertencente ao grupo de substancias perfluoroalquil
(PFAS) (BUCK et al., 2012). Sua sintese € baseada na substituicdo dos hidrogénios
de um hidrocarboneto por atomos de fllor via fluorinagéo eletroquimica (BENSKIN;
DE SILVA; MARTIN, 2010). Nesse processo, um precursor organico é diluido em
fluoreto de hidrogénio e, com a insercao de corrente elétrica, ocorre a dissociacdo do
hidrogénio da cadeia carbonica e a incorporacéo de flior (AUDENAERT et al., 1999).
A molécula resultante apresenta propriedades fisico-quimicas relevantes para
atividades industriais e comerciais, incluindo comportamento anfipatico, estabilidade
térmica e resisténcia quimica (KISSA, 2001). O comportamento anfipatico do PFOA é
estabelecido devido a sua configuracdo bipartida, compreendendo uma regido
hidrofébica/perfluorinada; e outra hidrofilica com grupamento carboxilico (Figura 1)
(PANIERI et al., 2022). A estabilidade térmica é resultado das fortes ligacdes carbono-
flor (CF) (O'HAGAN, 2008), conferindo ao composto a capacidade de persistir em
temperaturas de até 200°C, com decomposi¢do proxima aos 500°C (KISSA, 2001;
XIAO et al., 2020). Além disso, o PFOA possui uma resisténcia quimica inerente,
protegendo-o contra processos de fotélise, hidrolise, entre outros (CALVO-FLORES;
ISAC-GARCIA; DOBADO, 2018). Essa competéncia advém da capacidade do flGor
em blindar todos os atomos de carbono da cadeia, garantindo a integridade da
molécula frente aos ataques quimicos (SIEGEMUND et al., 2016). Essas propriedades
do PFOA proporcionam otimizagOes para produtos e servicos humanos, justificando
sua producédo e aplicacdo em larga escala em varios setores industriais (BUCK;
MURPHY; PABON, 2012; TOSKOS; PANAGIOTAKIS; DERMATAS, 2019).



FIGURA 1 — CONFIGURAGCAO MOLECULAR DO PFOA

Cauda Perfluorinada Grupo Carboxilico

% Hidrofébico Hidrofilico

% Lipofdbico
Molécula de PFOA e suas propriedades basicas. FONTE: modificado de PANIERI et al. (2022).

Entre os atributos do PFOA que fundamentam suas aplicacdes, destacam-se 0
comportamento anfipatico, a estabilidade fisico-quimica e a presenca da cadeia
perfluorinada (PANIERI et al., 2022). O carater anfipatico confere a molécula a
capacidade de repelir 4gua e gordura (GARDINER, 2014), o que € essencial na
producdo de revestimentos antiaderentes em estofados, tapetes, vidrarias, papéis,
utensilios domésticos e produtos téxteis e de higiene pessoal (BUCK et al., 2012;
GLUGE et al., 2020). Por sua vez, a estabilidade molecular do PFOA garante
resisténcia térmica, quimica e baixa reatividade, tornando-o um componente
significativo na produgdo de invélucros anticorrosivos, na composicdo de cabos,
turbinas, placas fotovoltaicas e em processamentos metallrgicos (GLUGE et al.,
2020). Outro atributo importante € a natureza surfactante do PFOA, que se baseia na
reducado da tenséo superficial em meios aquosos (KISSA, 2001). Isso ocorre por meio
da intercalacdo do PFOA com as moléculas de agua, diminuindo as forcas
moleculares e as resisténcias regentes, permitindo uma maior fluidez do liquido
(SCHULTZ.; BAROFSKY; FIELD, 2003; SCHMIERMUND, 2022). Tal qualidade é
pertinente para a producéo de tintas, produtos de limpeza, espumas de combate ao
incéndio e como emulsificante em cremes e shampoos (WANG et al., 2013; HILL;

EASTOE, 2017; GLUGE et al., 2020).

1.1.1 Toxicidade e contaminagdo ambiental

As propriedades que tornam o PFOA adequado para varias aplicacdoes também
o tornam um poluente ambiental téxico e persistente (GRANDJEAN; CLAPP, 2015).



Sua periculosidade decorre da capacidade de interferir nos processos bioldgicos,
provocando diversas patologias, e de sua resisténcia a degradacdo em condi¢cbes
normais, resultando em acumulo no organismo e no ambiente (VAALGAMAA et al.,
2011; STEENLAND et al., 2020). Também possui agil disseminacao pelo transporte
de longa distancia, o que leva a disperséo de particulas a partir de seu ponto de origem
para outras areas (PREVEDOUROS et al., 2006). Esse processo de disseminacéao faz
com que o PFOA presente no solo e nos rios seja transportado para os oceanos, onde
é redistribuido para varias regides por meio das correntes marinhas (WANIA, 2007,
ARMITAGE et al.,, 2009). Além disso, pode ser transportado pela atmosfera e
depositado em outras regides por correntes de ar (KUNACHEVA et al., 2012). Como
resultado dessas dinamicas, combinadas com as atividades antropogénicas, o PFOA
se tornou ubiquo e estabeleceu uma contaminacdo ambiental em escala global
(Figura 2) (DE SILVA et al., 2021). Isso € evidenciado pela detec¢cdo do composto
tanto em areas industrializadas, incluindo poténcias mundiais e paises em
desenvolvimento, quanto em locais remotos, como o Artico, cadeias de montanhas e
oceanos (ARMITAGE et al., 2009; MUIR et al., 2019; LIN et al., 2020). Além disso, o
PFOA esta presente em recursos naturais, alimentos, e € encontrado em organismos
como animais, plantas e seres humanos (GHISI; VAMERALI; MANZETTI, 2019;
INGELIDO et al., 2020; SCIANCALEPORE et al., 2021).



FIGURA 2 — FLUXO DE DISSEMINACAO E CONTAMINAGAO POR PFOA
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Disseminac¢éo e contaminacao global mediada por transportes de longa distancia. Seta preta: fluxo do
PFOA. FONTE: O Autor, usando recursos do Canva ® (2023).

Devido ao seu potencial toxico e disseminativo, alguns paises restringiram o
uso de PFOA na confecgédo de materiais (BOCK; LAIRD, 2022). Nos Estados Unidos,
a producdo de PFOA foi encerrada em 2015, entretanto, produtos perfluorinados
importados ainda circulam no pais (EPA, 2019). Nesse contexto, empresas nacionais
optaram por compostos organofluorinados substitutivos, porém esses compostos
também sdo toxicos e persistentes no ambiente (BRANDSMA et al., 2019; SATBHAI;
VOGS; CRAGO, 2022). Apesar dessas tentativas, os EUA ainda apresentam elevada
contaminacdo por PFOA em &gua potavel, solo e em grupos populacionais
(ANDREWS; NAIDENKO, 2020; GALLOWAY et al., 2020). Nos paises da Uniao
Europeia, o uso do PFOA foi restrito a uma concentragdo maxima por produto
fabricado, e sua emisséo é controlada semanalmente entre as industrias (SZNAJDER-
KATARZYNSKA et al., 2019; BRENNAN et al., 2021). Tais medidas ajudaram a
remediar a contaminacdo desde 2011, mas nao foram suficientes para lidar com a
crescente exposicdo humana e a contaminacao dos recursos naturais (EAST et al.,
2021; RICHTEROVA et al. 2023). No Brasil, ndo existem regulamentacbes que
controlem o uso e a emissao de PFOA, o que agrava a situagéo, considerando a
presenca desse composto em regides urbanas e nos recursos naturais
(NASCIMENTO et al., 2018; TORRES et al., 2022).

Em um contexto global, a regulacdo do PFOA enfrenta incertezas, uma vez que
as legislagdes criadas néo sao efetivamente aplicadas para restringir seu uso, ou néo

estabelecem limitagBes de forma legal (BRENNAN et al., 2021). Diante desse cenario,



torna-se essencial investigar a toxicidade do PFOA a fim de fortalecer os regimentos

de controle dos perfluoroalquilos (PFAS).

1.1.2 Contaminag&o humana e efeitos gerais

A emissao do PFOA pelas atividades industriais e sua disseminacéao global tém
levado a contaminacdo das populacdes humanas (DE SILVA et al.,, 2021). A
exposicdo ao PFOA ocorre por meio da inalacdo do ar poluido, bem como pelo
consumo e manuseio de agua, alimentos e produtos contaminados (SUNDERLAND
et al., 2019). Apds ser internalizado, o PFOA tende a se acumular principalmente no
sangue, leite materno, figado, pulmdes, cérebro, rins e ossos (PEREZ et al., 2013;
GEBBINK; VAN LEEUWEN, 2020; LAKIND et al., 2022). A presenca desse poluente
no organismo pode desencadear alteracbes em varios mecanismos biolégicos,
resultando em disfuncdes sistémicas (FIGURA 3) (ESPARTERO et al., 2022).

No sistema reprodutor, evidéncias apontam que o PFOA pode causar queda
na motilidade e integridade dos espermatozoides, além de reducédo da qualidade do
sémen e alteragfes genitais (LOUIS et al. 2015; DI NISIO et al., 2019). Alguns estudos
sugerem a possivel associacdo do PFOA em casos de pré-eclampsia, gestacéo
prolongada e reducdo do peso do recém-nascido, embora os dados ainda sejam
inconsistentes (STEENLAND et al., 2020). Além disso, foram observados possiveis
efeitos enddcrinos, evidenciados pela interferéncia nos mecanismos metabdélicos da
glicose, resultando no aumento da glicemia e contribuindo para o desenvolvimento de
obesidade e diabetes do tipo 2 (ALDERETE et al.,, 2019; MITRO et al., 2021).
Disfuncdes da tireoide também foram relatadas devido a capacidade desse poluente
de interferir no feedback entre os horménios tireoidianos e as células alvo, culminando
no hiper e hipotireoidismo (COPERCHINI et al., 2017). J& no sistema renal, o PFOA
parece estar associado a maior retencao de acido Urico no organismo, promovendo
hiperuricemia e gota em grande parte das populacdes expostas (SCINICARIELLO et
al., 2020; LIU et al., 2023). Foram registrados também potenciais efeitos adversos,
como danos hepaticos, aumento do risco de osteoporose e cancer em varios tecidos
(GALLOWAY et al., 2015; DARROW et al., 2016; BARTELL; VIEIRA, 2021).



FIGURA 3 — POSSIVEIS EFEITOS DO PFOA EM HUMANOS
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Riscos do PFOA sobre a salde humana descritos na literatura. FONTE: O Autor, usando recursos do
Canva ® (2023).

1.1.3 Neurotoxicidade em humanos

Outros estudos tém abordado a toxicidade do PFOA no sistema nervoso central
humano (STEENLAND et al., 2020). A neurotoxicidade desse poluente pode ocorrer
em dois momentos: durante o periodo pds-natal e pré-natal. Os efeitos durante o
desenvolvimento infantojuvenil e em adultos séo atribuidos a capacidade do PFOA de
ultrapassar a barreira hematoencefélica (PIEKARSKI; DIAZ;, MCNERNEY, 2020).
Embora o mecanismo exato de transposicdo ainda ndo esteja completamente
elucidado, acredita-se que o PFOA seja capaz de produzir radicais livres que
desregulam a permeabilidade da barreira, possibilitando sua passagem (CAO; NG,
2021). Uma vez no cérebro, o PFOA se acumula em vérias regibes e pode
desencadear diferentes disttrbios (PEREZ et al., 2013; DI NISIO et al., 2022). Devido
a esses riscos, estudos epidemiolégicos foram conduzidos para tentar estabelecer os
riscos desse poluente nas populacdes humanas expostas (ESPARTERO et al., 2022).
As pesquisas apontam uma possivel correlacdo positiva da contaminacdo por PFOA
com aumento de casos de disturbios motores, comportamentais e comprometimento
da memoria de curto prazo (GALLO et al., 2013; VAN LAREBEKE et al., 2022; WENG

et al.,, 2022; KIM et al 2023). Contudo, essas investigacdes sao realizadas em



amostras populacionais restritas, portanto, seus resultados sao sugestivos e nao
conclusivos (STEENLAND et al., 2020). Para fortalecer essas evidéncias, €
necessario realizar investigacdes em outras comunidades e com maior nimero de
participantes.

Os maleficios causados pelo PFOA durante o periodo pré-natal estao
relacionados a sua capacidade de atravessar a barreira placentaria (FIGURA 4)
(MIDASCH et al., 2007). Esse fendmeno representa um risco para 0s mecanismos de
neurulagéo e outros processos envolvidos na formacao do sistema nervoso central
(ESPARTERO et al., 2022). Investigacdes dessa probleméatica em grupos humanos
tém explorado a correlacdo entre o aparecimento de disturbios cognitivos na infancia
e 0 grau de contaminacao dos parentais (SKOGHEIM et al., 2021). Esses estudos
apontam para um aumento de transtorno do espectro autista (TEA) e transtorno do
déficit de atencdo com hiperatividade (TDAH) em criancas concebidas por maes
expostas ao PFOA (LUO et al., 2020; OH et al., 2021; SKOGHEIM et al., 2021). Ja no
contexto do desenvolvimento, a contaminacéo dos parentais tem sido associada ao
aumento de malformagfes no sistema nervoso central em recém-nascidos (STEIN et
al., 2014). Essas evidéncias sugerem que o PFOA pode interferir nos mecanismos de
neurulacédo, porém tal problematica ainda ndo foi totalmente explorada no contexto

humano.

FIGURA 4 — POSSIVEIS EFEITOS NEUROTOXICOS DO PFOA DURANTE O DESENVOLVIMENTO

PFOA 1

. : Transposigao da Barreira Placenaria
1) Risco de Malformacgao no Sistema Nervoso posie

2) Doengas Congeénitas
3) Aumento da Incidéncia de TEA e TDAH

Sintese da neurotoxicidade do PFOA durante o periodo pré-natal em humanos. FONTE: O Autor,
usando recursos do BioRender® (2023).



1.1.4 Neurotoxicidade em modelos experimentais

A neurotoxicidade do PFOA tem sido extensivamente investigada em modelos
experimentais, revelando diversos efeitos prejudiciais (ESPARTERO et al., 2022).
Esses efeitos abrangem a perturbacdo bioquimica do tecido nervoso, disturbios
comportamentais e cognitivos, bem como alteracdes durante o desenvolvimento
embrionério (PIEKARSKI; DIAZ; MCNERNEY, 2020). A perturbagdo bioquimica
ocorre devido a capacidade do PFOA de desregular a homeostase do célcio (Ca),
levando ao aumento da concentracdo desse ion no meio intracelular dos neurénios
(LIU et al.,, 2011). O excesso de Ca nessas células desencadeia mecanismos
degenerativos, como apoptose, neuroinflamacéo e estresse oxidativo (IQUBAL et al.,
2020; SOUDERS 1l et al., 2021). Além disso, pode alterar os niveis de
neurotransmissores e de receptores essenciais, resultando em uma reducdo na
plasticidade sinaptica (JOHANSSON; ERIKSSON; VIBERG, 2009; FOGUTHI et al.,
2019; YU et al., 2021). Essas disfun¢cdes neuronais podem levar ao aparecimento de
distarbios cognitivos e doencas neurodegenerativas, observadas em modelos animais
(WANG et al., 2019; AGHAEI et al., 2022). Em camundongos, o PFOA causou defeitos
motores, comprometimento geral da locomocdo e hiperatividade (JOHANSSON;
FREDRIKSSON; ERIKSSON, 2008; ONISHCHENKO et al., 2011). Também foi
observada diminuicdo da memoria de curto prazo e ocorréncia de comportamentos
relacionados a ansiedade, como aumento da frequéncia cardiaca, maior vigilancia e
reducdo da ingestdo de alimentos (MERRILL et al., 2022; WANG et al., 2022). De
maneira semelhante, essas disfun¢cdes também podem afetar o funcionamento do
cérebro humano, conforme evidenciado pelos problemas cognitivos em populacdes
expostas. No entanto, futuras investigacdes sdo necessarias para estabelecer uma
relacdo conclusiva nesse contexto.

A neurotoxicidade do PFOA também foi observada durante o desenvolvimento
embrionario de aves e ratos. Essas investigagbes mostraram que o PFOA e seus
precursores interferem nos mecanismos de neurulagéo, resultando em malformacgdes
(MOUSSA et al., 2011; KMECICK et al., 2019). Essas altera¢cées podem se manifestar
como malformagBes congénitas em neonatos, incluindo cranioraquisquise, espinha
bifida, encefalocele e até inviabilidade do organismo (AVAGLIANO et al., 2019). No
entanto, pouco é explorado sobre os impactos do PFOA nos mecanismos de

neurulacdo. Dado o potencial neurotoxico desse composto (STEIN et al., 2014;



KMECICK et al., 2019; SKOGHEIM et al., 2021) é crucial estudar sua interacdo com
0s processos de formacéo do sistema nervoso central para um melhor entendimento

dos efeitos causados.

1.2 NEURULACAO

Durante a embriogénese, a neurulacdo desempenha um papel crucial na
formacao do tubo neural (TN), que serve como precursor da medula espinhal e do
encéfalo (COPP; GREENE; MURDOCH, 2003). Esse processo ocorre de forma
ordenada e espacialmente dividida em neurulacdo primaria (NP) e neurulacdo
secundéria (NS) (SCHOENWOLF; SMITH, 1990). A NP tem inicio na regido céfalo-
toraxica, onde ocorre a diferenciacdo da ectoderme em uma estrutura chamada placa
neural (PN) (Figura 5A), seguida pelo crescimento por extensdo convergente
(LOWERY; SIVE, 2004). Ap6s o0 crescimento, as pregas neurais ascendem e
tensionam os pontos de dobra da PN, causando uma torgéo tecidual (Figura 5B) (DE
GOEDEREN et al., 2022). Essa dobra causa a aproximacdo das pregas neurais
opostas, que se fundem na linha medial dorsal do embrido, originando o TN anterior
(Figura 5C) (COLAS; SCHOENWOLF, 2001). A NP é concluida simultaneamente ao
inicio da NS, que ocorre na porcéo lombo-caudal (LOWERY; SIVE, 2004). Durante a
NS, as células mesenquimais se agregam para formar um corddo medular (Figura 5G)
(SCHOENWOLF; SMITH, 2000), que posteriormente sofre uma transicao
mesenquimal-epitelial (Figura 5H), gerando limens que se coalescem na luz do TN
posterior (Figura 51) (CATALA, 2021).

Sob a perspectiva classica, a NP e NS sdo os mecanismos geradores do
sistema nervoso central e periférico (SCHOENWOLF; SMITH, 1990). Entretanto, Dady
e colaboradores (2014) descreveram um tipo de neurulacdo distinto que ocorre na
regido toracolombar de embrides de aves e humanos, conhecido como neurulacao
juncional (NJ). Esse processo resulta no TN juncional, estrutura que estabelece a
comunicacéo entre a medula espinhal proveniente da NP e NS. A NJ é caracterizada
por 4 etapas distintas: 1) diferenciacdo da placa neural; 2) dissociacao tecidual; 3)
reconfiguracdo neuroeptelial; e 4) fusdo das pregas neurais. Inicialmente, a PN se
diferencia em 2 populacgdes: a periférica e a central. A populacao periférica € composta
por células neuroepiteliais positivas para o marcador Sox-2, delimitadas por uma

membrana basal, enquanto as centrais sdo Sox-2 negativas, ndo delimitadas por
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membrana basal e apresentam uma perda gradual do comportamento epitelial (Figura
5D). Conforme as pregas neurais ascendem, as células da populacéo central passam
por uma transicdo para um estado mesenquimal e seguem dois destinos possiveis:
algumas seguem o caminho da NS, atuando como uma reserva de células para esse
mecanismo, e o restante entra na via da NJ (Figura 5E). As células que permanecem
na NJ modificam sua expressdo génica por meio de sinais desconhecidos,
estabelecem um carater epitelial e reconfiguram o neuroepitélio em conjunto com a
populacdo periférica. Ap0s a conclusdo desses movimentos, as pregas nheurais
opostas se fundem, estabelecendo, assim, o TN juncional (Figura 5F) (DADY et al.,
2014).

FIGURA 5 — NEURULAGAO EM AMNIOTOS

Neurulagao Neurulagao Neurulagao
A Primaria D Juncional G Secundaria
O

Tubo Neural

Rostral Caudal

|«—— Primdria —>|<—— Juncional —>|<—— Secundaria —>|

Modelo esquemético da neurulacdo em grande parte dos amniotos. PP: populagdo periférica. PC:
populagdo central. FONTE: adaptado de GILBERT (2016).
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1.3 O EMBRIAO DE GALLUS GALLUS COMO MODELO TERATOLOGICO

O embrido de galinha (Gallus gallus) é amplamente utilizado nos estudos da
area de biologia do desenvolvimento devido a diversas propriedades vantajosas
(RIBATTI; ANNESE, 2023). Dentre elas estd o baixo custo de aquisicdo e
manutencdo, o que viabiliza a obtencdo de amostras robustas para experimentacao
(SCHOENWOLF, 1999). Além disso, o desenvolvimento embrionario da galinha é
curto e detalhadamente descrito, fator que otimiza o planejamento de experimentos
em estadios especificos (HAMBURGER; HAMILTON, 1951; WACHHOLZ et al., 2021).
Outro aspecto relevante é o desenvolvimento externo ao organismo materno, o que
evita o sacrificio adicional de animais e permite a avaliacdo dos efeitos de poluentes
diretamente no embrido (HENSHEL; DEWITT; TROUTMAN, 2002). Essa
caracteristica esta em consonancia com os 3 R's de Russell-Burch (replace, reduction
e refinement) (ASKE; WAUGH, 2017). Além disso, o modelo de embrido de galinha
apresenta similaridades com mamiferos em relacdo aos mecanismos de neurulacao,
atributo necessario para a extrapolacédo dos efeitos observados (IRIE, 2017). Devido
a essas propriedades, o uso do embrido de Gallus gallus na teratologia é altamente

relevante e promissor para avancos cientificos nessa area.



12

2 JUSTIFICATIVA

O PFOA é um poluente ambiental de alta relevancia comercial. Apesar disso,
esse composto € neurotoxico, persistente, capaz de transpor as barreiras
hematoencefalica e placentaria, além de induzir distirbios cognitivos e alterar os
processos de neurulacdo. A neurulacdo € uma etapa critica do desenvolvimento, por
arquitetar o sistema nervoso central. Danos durante esses processos podem ocorrer
na forma de defeitos no tubo neural e causar doencas congénitas letais. Dentro da
neurulacéo, o PFOA altera a formacdo do TN das regifes da NP e NS, evidenciado
em embrides de aves. Entretanto, ndo se sabe seus efeitos na NJ, etapa de conexao
entre o TN anterior e posterior. Frente a essa lacuna, e levando em consideragdo os
riscos do PFOA a salde e a neurulagéo, e a importancia e vulnerabilidade desse
processo para o desenvolvimento, se torna pertinente investigar os efeitos desse
poluente nos mecanismos de constituicdo do sistema nervoso. As investigacdes foram
realizadas em embrides de Gallus gallus no estadio HH11. Esse modelo foi escolhido
por apresentar similaridade de desenvolvimento com mamiferos, permitindo certa
extrapolacdo. Também possui facil acessibilidade e permite observacdo dos efeitos

dos poluentes diretamente sobre o embrido.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do PFOA, administrado em dose Unica in ovo, sobre a

morfologia da neurulagéo juncional em embrides de Gallus gallus.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Avaliar a morfologia do neuroepitélio em embrides de ave no estadio HH11
expostos ao PFOA;

* Analisar o impacto da exposicdo ao PFOA na integridade estrutural do tubo
neural.
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4 MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos foram aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de
Animais do Setor de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Parana
(CEUA/BIO - UFPR), sob o certificado de numero 1098, processo
23075.192793/2017-62.

4.1 DESENHO EXPERIMENTAL

Os ovos fertilizados foram recebidos de uma empresa especializada e
separados no laboratério quanto a integridade da casca. Os ovos intactos foram
higienizados com papel toalha umedecido em etanol 70%, pesados, observados no
ovoscopio para a delimitacdo da camara de ar e separados em 2 grupos experimentais
(Tabela 1). Os ovos danificados foram descartados, visto que rupturas na casca

podem comprometer a viabilidade do embriéo para o experimento.

TABELA 1 — GRUPOS EXPERIMENTAIS

Grupo Experimental Concentragéao
Controle NaCl 0,9%
Exposto PFOA 5 ng.ml-"

FONTE: O Autor (2023)

4.2 EXPOSICAO E INCUBACAO

Foram utilizados 20 ovos (10 controles + 10 expostos). A exposicao foi
realizada no fluxo laminar previamente esterilizado com luz UV. Dentro do fluxo, os
ovos foram perfurados na regido da camara de ar utilizando uma agulha de calibre
1,00x30mm e, com uma micropipeta, o veiculo (NaCl 0,9%) ou o contaminante foi
injetado de acordo com o peso do ovo (Tabela 2). A camara de ar foi selecionada
como ponto de injecdo devido a sua capacidade de facilitar a disseminacdo do
poluente para o embrido (YAMAMOTO et al.,, 2012). Ap6s os procedimentos, a
perfuracdo foi vedada com fita adesiva e 0os ovos incubados com a camara de ar
voltada para cima.

Os ovos foram mantidos na incubadora BOD (SL-224 SOLAB Cientifica, sem

motor de viragem) a 38°C (+ 0,5°C), por um periodo de 40 a 45 horas, com controle
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de umidade e ventilacdo. O tempo de incubacédo foi determinado com base nas
descricbes de Hamburguer e Hamilton (1951) para a obtencdo de embrides HH11

(Figura 6), que correspondem ao estadio que contempla a NJ (DADY et al., 2014).

FIGURA 6 — EMBRIAO DE GALINHA (Gallus gallus) NO ESTADIO HH11

2000 pm

§

Estadio de interesse do embrido de galinha (Gallus gallus). FONTE: O Autor (2023).

TABELA 2 — VOLUME DE INJEGAO

Peso dos Ovos Volume Injetado

40-44,99¢g 13l
45-49,99 g 15l
50 — 54,99 g 17 ul
55-59,99 g 18 ul
60 — 64,99 g 20 pl
65-69,99 g 21l
70-74,99¢ 23
75-79,99 g 25 i

FONTE: KMECICK (2019)

4.3 COLETADOS EMBRIOES

A coleta foi realizada seguindo o método da janela de Korn e Cramer (2007),
com modificagdes. Inicialmente, os ovos foram colocados na posi¢cao horizontal por 5
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minutos, para que o0 embrido se reposicionasse na parte superior do ovo, facilitando
sua visualizacdo e manipulacdo. Em seguida, os ovos foram colocados em um
suporte, e uma fita adesiva foi aplicada na parte superior da casca. Foram retirados
5ml de albumina enquanto os ovos ainda estavam na posi¢céo horizontal. Essa etapa
€ necessaria para abaixar o nivel do vitelo, impedindo, assim, sua ruptura durante a
abertura do ovo. A seguir, utilizando uma tesoura cirdrgica, foi feita uma abertura de
aproximadamente 6 cm? na area da casca coberta pela fita adesiva. A fita é utilizada
nesse momento por aderir a casca e impedir que fragmentos caiam sobre o embrido,
além de proporcionar estabilidade ao ovo durante o corte. Apos a abertura, o embrido
foi analisado quanto a sua viabilidade, seguindo critérios propostos por Kmecick e
colaboradores (2023). Os embrides invidveis apresentavam coloracéo esbranquicada
e auséncia de batimentos cardiacos, enquanto os viaveis exibiam coloracéo résea e
batimentos cardiacos. Os embrifes inviaveis foram descartados (3 embrides, 1
controle e 2 expostos) e os viaveis (6 controles + 6 expostos) recortados da membrana
vitelinica com o uso de uma tesoura cirdrgica e colocados em placa de Petri contendo
PBS 1x para o estadiamento.

O estadiamento foi realizado em estereomicroscopio, levando em consideracao
as caracteristicas morfologicas do embrido, conforme estabelecido por Hamburguer e
Hamilton (1951). Logo apds, os embrides foram alocados cada um em um
compartimento da placa de 24 pocos, e entdo fixados em paraformaldeido 2% e
armazenados na geladeira a 4°C. Os embrides que nao atingiram o estadio requerido
foram armazenados para futuras investigacfes, enquanto os embrides em estadio

HH11 seguiram para o processamento histoldgico.

4.4 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Foram obtidos 6 embrides controle e 6 expostos, porém devido a dificuldades
no processamento histologico com a Historesina, somente 3 embrides controle e 3
expostos foram utilizados nas analises. Assim, 6 embrides (3 controles + 3 expostos)
foram emblocados de acordo com Santander e colaboradores (1997) e Kmecick e
colaboradores (2023). Inicialmente, os embrides fixados foram seccionados abaixo do
décimo terceiro somito, utilizando um bisturi, e a regido da NJ foi coletada (Figura 7).
Esses embrides foram entédo lavados em solucao salina tamponada (PBS) 1x por duas

horas e desidratados em série crescente de etanol (30% por 5 minutos, 50 a 100%
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por 10 minutos). A seguir, foi preparada uma solucao de historesina utilizando o kit de
Historesina Leica Biosystems®. Essa solugcdo estoque foi preparada diluindo-se o p6
ativador (peroxido de dibenzoila) em 50 ml de resina bésica (hidroxietil metacrilato). A
partir disso, uma porcao do estoque foi adicionada ao etanol 100% na proporc¢éo de
1:1 para produzir a solucdo intermediaria utilizada na pré-infiltracdo, que durou 2
horas. Em seguida, o estoque foi dividido em aliquotas para a infiltracdo, que ocorreu
por pelo menos 12 horas. ApOs esse periodo, os embrides foram emblocados em
moldes plasticos preenchidos com 600 pl da solugcdo de emblocagem, composta pela
solucéo estoque e endurecedor na proporcédo de 15:1. Os moldes foram colocados
sobre uma placa de gelo e, com auxilio de um pincel, o material foi orientado. Por fim,
0s blocos foram polimerizados por 48 horas em um dessecador a vacuo com silica gel
e, em seguida, colocados na estufa a 37°C por 24 horas.

FIGURA 7 — REGIAO DA NEURULAGAO JUNCIONAL

Corte e obtencdo da regido de interesse em embrides HH11. A: regido de corte. B: zona da NJ. NJ:
neurulacéo juncional. FONTE: O Autor (2023).

Apos a polimerizacéo, os blocos foram retirados do molde e observados quanto
a orientacdo do material. Em seguida, foram mensurados utilizando o software Zen
pro 2.6 (Zeiss®) no estereomicroscopio Discovery.V12 (Zeiss®), com camera
acoplada (Axiocam 503, Zeiss®) (Figura 8). Com base nessas medi¢cdes e em testes
anteriores, foram estabelecidos intervalos de 20 desbastes para cada embrido,
abrangendo, assim, nas 5 laminas em duplicata, o final da NP até o final da NJ. Para
cada embrido, esse processo resultou em um total de 10 laminas, com 12 cortes

transversais de 5 um em cada uma.



18

FIGURA 8 — OBSERVACAO E MENSURACAO DO EMBRIAO

Embrido emblocado em historesina sendo mensurado no software Zen pro 2.6 (Zeiss®). FONTE: O
Autor (2023).

Os cortes transversais foram obtidos utilizando o micrétomo semiautomatico
Leica ® RM 2145. Os blocos foram posicionados no suporte, seccionados com
navalhas descartaveis e os cortes adicionados em gotas de agua nas laminas
previamente tratadas com poli-L-lisina (1%). Esse tratamento impede que os cortes
desprendam da lamina durante o processamento histolégico. Em seguida, as laminas
foram secas em placa aquecida e armazenadas para posterior coloracdo com
hematoxilina e eosina (H&E) e acido periédico de Schiff (PAS).

Metade dos cortes foram corados com H&E para analise morfologica qualitativa
dos tecidos. Os materiais foram hidratados em agua destilada (2 minutos), imersos
em Hematoxilina de Harris (1 hora) e, em seguida, enxaguados em agua corrente (10
minutos), seguido de imersées em agua deionizada por 3 vezes. Posteriormente, 0s
cortes foram imersos em eosina aquosa 1% (12 minutos), lavados em agua destilada
(6 imersdes) e, apds secagem, foram montados com Allklan (Allkimia) e laminula. A
outra metade dos cortes foi processada em PAS para evidenciar carboidratos e
glicoconjugados presentes no tecido, com o intuito de quantificar de maneira
semiquantitativa a integridade estrutural do tecido (LAYTON; BANCROFT, 2019).
Para isso, os cortes foram previamente desplastificados em imersdes consecutivas de
metacrilato (2 horas), xilol-cloroférmio (1:1, 1 hora) e em xilol (30 minutos). Entéo,
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foram hidratados em série alcéolica decrescente (100-95%, 10 minutos cada) e
lavados em agua destilada por 10 minutos. Apos as etapas de preparacao iniciais, 0s
cortes foram imersos em &cido periodico (1%, 2 horas), lavados em agua corrente (20
minutos), corados com o reativo de Schiff (2 horas) e enxaguados em agua corrente
(20 minutos) e agua destilada (3 minutos). Finalmente, os cortes foram contracorados
com Hematoxilina de Harris (35 minutos) e lavados em agua corrente (10 minutos).

Uma vez secas, as laminas foram montadas com Allklan (Allkimia) e laminula.

4.5 ANALISE MORFOLOGICA DOS EMBRIOES

Os cortes foram analisados em microscoépio de luz quanto a morfologia tecidual
e, posteriormente, fotografados para a avaliagcao qualitativa com H&E, teste qualitativo
com score morfolégico e teste semiquantitativo com a marcacdo PAS. A analise
qualitativa foi realizada baseada em um score morfologico (S), referenciado por
estudos anteriores (PSYCHOYOS et al.,, 2008; TREUTING; BOYD, 2019). Foram
atribuidos valores aos cortes considerando sua integridade, com base nos seguintes
critérios: 1) estruturacdo da PN; 2) integridade do neuroepitélio; 3) integridade da
notocorda; e 4) extravasamento celular. Quando alteracfes nesses parametros eram
observadas, 1 S era adicionado ao embrido de forma cumulativa. Portanto, para cada
embrido, o valor resultante de S poderia variar de 0, indicando auséncia de alteragdes,
até 4, indicando a presenca de todos os padrées degenerados.

A analise semiquantitativa com PAS foi realizada de acordo com o protocolo
produzido por Crowe e Yue (2019), utilizando o software Fiji. Os cortes foram
submetidos & deconvolugéo de cor e a intensidade (em pixels) foi quantificada pelo
software. Em seguida, os valores foram inseridos no Software GraphPad Prism 5,
submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e, entdo, analisados no teste t
nao pareado com poés-teste de Welch. Os grupos controle e exposto foram
comparados para avaliar o efeito da exposicdo ao PFOA, considerando significativo
quando p< 0.05.



20

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DISTURBIOS ESTRUTURAIS

A andlise qualitativa revelou alteracdes morfoloégicas nos embrides expostos,
resultando em efeitos estruturais na placa neural (PN) no neuroepitélio. A PN se
apresentou em forma retilinea, com pregas neurais pouco curvadas ou sem curvatura
(Figura 9C e D). Essa estruturacao diverge da morfogénese normal pois, no recorte
temporal do estadio HH11, as pregas neurais devem ascender e a placa neural se
dissociar em duas populagdes distintas, mantendo uma conformacao de vale (DADY
et al., 2014), como foi observado nos embrides controle (Figura 9A e B). Esse
posicionamento é essencial para que haja o pareamento das pregas neurais opostas,
proporcionando a fusédo e formacéo do TN juncional (VIJAYRAGHAVAN; DAVIDSON,
2017). Portanto, considerando a discrepancia entre a estruturacdo observada e a
descrita na literatura, pode-se propor que os embrides apresentaram malformacgdes
durante a NJ. As malformacdes na NJ configuram Defeitos do Tubo Neural Juncional
(DTNJ), descritos até 0 momento somente em humanos (EIBACH; PANG, 2020). Os
DTNJ ocorrem devido a falha no fechamento do TN juncional ou a interrupcdo da
neurulacdo no nivel toracolombar (PANG, 2020). Esses disturbios provocam a
desconexao funcional e espacial entre a NP e NS, que culmina em uma medula
espinhal funcional seccionada em duas porcdes entre os niveis vertebrais L1 X L3,
Ti2x L1, e T11 X L4/S1 (EIBACH et al., 2017). No espaco entre as por¢des das medulas,
uma faixa de tecido ndo neural é sintetizada pelo organismo, embora sua origem e
funcéo ainda nao tenham sido elucidadas (EIBACH; PANG, 2020). Essa condi¢do nao
€ letal, porém causa fraqueza muscular dos membros inferiores, incontinéncia
urinaria, hipestesia, deformidades, entre outros sintomas (EIBACH et al., 2017; ALI;
MCNEELY, 2018; FLOREA et al., 2018). No contexto da toxicologia, as DTNJ ainda
nao foram relacionadas a nenhum xenobiotico, visto que sua origem € considerada
uma consequéncia de muta¢cées em componentes da via de polarizacéo planar (PCP)
(DADY et al., 2014). Entretanto, defeitos semelhantes relacionados ao PFOA foram
observados durante a NP e NS (KMECICK, 2022). Portanto, diante das alteracdes
observadas no espaco da NJ, € possivel propor que o PFOA também possa causar
DTNJ. No entanto, investigagbes com modelos animais neonatos sdo necessarias

para corroborar essa hipotese. No contexto do desenvolvimento do sistema nervoso
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central, esse estudo também se alia aos dados de Kmecick e colaboradores (2019),
levando a concluséo de que o PFOA € um poluente capaz de interferir em todas as

etapas descritas da neurulacao até o momento.

FIGURA 9 — DESESTRUTURAGAO DA PLACA NEURAL

Distarbio estrutural na PN durante a NJ. A e B: controle. C e D: expostos. A e C: inicio da diferenciacéo
populacional central da PN; B e D: dissociacéo da populacdo central e ascendéncia das pregas neurais.
PN: placa neural. NC: notocorda. PR: prega neural. PC: populacdo central mesenquimal. Asterisco:
conformacdo retilinea da PN. Seta: pregas neurais horizontadas. Escala = 100um. FONTE: O Autor
(2023).

52 COMPORTAMENTO NEUROEPITELIAL ANOMALO

Foi observada também invaséo celular no sulco neural e falta de organizagéo
entre as populacdes periférica e intermediaria em embrides expostos (Figura 10). A
delimitacdo das populacdes na PN é necessaria para garantir um reservatério de
células mesenquimais que podem entrar em algumas vias na neurulacdo, para
permitir a conexao entre a NP e NS e garantir o fechamento do TN juncional (DADY
et al., 2014; EIBACH et al, 2017). Para que esses processos ocorram
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adequadamente, componentes da via PCP séo recrutados para mediar movimentos
morfogenéticos, em especial a proteina Prickle-1 (pk-1), devido a sua expressao
elevada e restrita durante a NJ (DADY et al., 2014). Na extensao convergente de
Xenopus, pk-1 regula a deposicéo de fibronectina, que € responsavel por interligar as
células aos componentes da matriz extracelular, promovendo modificacdes no
citoesqueleto que resultam em movimentos e protrusdes celulares (TAO et al., 2009;
DZOBO; DANDARA, 2023). Durante a transicdo epitelial-mesenquimal na migracao
de células da crista neural em Zebrafish, pk-1 influencia a troca de caderina e a
dissociacao das juncdes de oclusao, causando o desprendimento das células (AHSAN
et al., 2019). Considerando que movimentos semelhantes sdo empregados na NJ, é
possivel que a pk-1 esteja desempenhando fungcbes semelhantes nesse processo, e
alteracdes em sua expressdo podem resultar em distarbios na neurulacdo. Para
verificar essa hipotese, Dady e colaboradores (2014) testaram os efeitos da supressao
génica (knockdown) de pk-1 durante a NJ e observaram a falha na segregacao entre
a populacao periférica e central da PN. Isso resultou na falta de deslocamento entre
as células do neuroeptélio, evidenciada por uma massa celular desorganizadas no
sulco neural. Essa descoberta esta de acordo com estudos anteriores sobre mutacoes
em pk-1, nos quais as células adquirem comportamento mesenquimal, mas néo
conseguem migrar por estarem presas ao epitélio originario (AMACK, 2021). No
presente trabalho, os embrides expostos também apresentaram falta de organizacéo
e reconhecimento entre as populagfes, além de invasdes no sulco neural. As células
mesenquimais falharam em se condensar na populacdo central e permaneceram
aderidas ao neuroepitélio. Isso pode corroborar a interferéncia do PFOA na expresséo
ou atividade de pk-1, visto seu potencial genotoxico e a dominancia desse gene nesse
processo (YAO; ZHONG, 2005; DADY et al., 2014; OJO; PENG; NG, 2022).
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FIGURA 10 — DESORGANIZAGAO NEUROEPITELIAL

. 3 3 ‘s — A
Falha na organizacdo e dissociacdo da PC de seu neuroepitélio de origem durante as etapas de
dissociacdo neuroepitelial e reconfiguracdo populacional. A — C: controle; D — F: expostos. PP:
populacao periférica. PP*: populacao periférica afetada. PC: populacao central. PC*: populacéo central
afetada. Cabeca de seta: massa de células mesenquimais aderidas as populacdes de origem. Escala
=100um. Fonte: O Autor (2023).
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5.3 DEGENERACAO TECIDUAL

Em associacdo com a desorganiza¢do do neuroepitélio, foi observada atividade
apoptotica na extensao da PN e notocorda em embrides expostos. Isso foi verificado
pela presenca de fragmentos celulares se desprendendo da PN e adentrando o sulco
neural, além da presenca de células com cromatina circulada e bem condensada
(Figura 11). O PFOA é um agente indutor de apoptose, evidenciado em tecido
hepatico humano e animal (LV et al., WEN; MIRJI; IRUDAYARAJ, 2020). Também foi
observado em células reprodutivas e neurais de camundongos, além da promover
apoptose em varias linhagens celulares e em embrides de Gallus gallus (EGGERT et
al., 2019; ; KMECICK et al., 2019; SOUDERS Il et al., 2021; FUJIWARA et al., 2023).
Além das evidéncias, modelos foram propostos buscando entender como esses
eventos apoptéticos sdo induzidos (FUJIWARA et al., 2023). A inducdo mediada pelo
PFOA tem inicio com o aumento da expressdo dos genes BAX, proteases e caspase-
3 (HAN; PARK, 2023). A expressao anormal de BAX promove a formacdo de poros
na mitocéndria, o que altera seu potencial de membrana e resulta na liberacdo de
citocromo-c e aumento das espécies reativas de oxigénio (PENA-BLANCO; GARCIA-
SAEZ, 2018). O citocromo ¢ se liga ao complexo fator 1 de ativacio da protease
apoptotica, ativando a caspase-3, que orienta a destruicdo das estruturas celulares
(FIORUCCI et al., 2022). Outro modelo envolve a interagdo do PFOA com o reticulo
endoplasmatico, onde ataques por radicais livres alteram a polaridade e composicao
de sua membrana, resultando em alteracdo funcional dessa organela (HE et al., 2022).
Dentre os defeitos, o reticulo endoplasmatico interrompe o processamento de
proteinas e as acumula no limen, gerando um estresse que sinaliza o inicio das vias
apoptoéticas (YAN et al., 2015). A correlacdo entre o PFOA e a apoptose esta bem
estabelecida na literatura, portanto, os achados desse trabalho estdo alinhados com

estudos anteriores em outros tipos celulares.
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FIGURA 11 — APOTOSE DURANTE A NEURULAGCAO JUNCIONAL

Apoptose e degeneracgdo da PN no decorrer da NJ. A — C: controle; D — F: expostos. NE: neuroepitélio.
NE*: neuroepitélio em apoptose. NC: notocorda. NC*: notocorda em apoptose. PP: populagdo
periférica. PP*: populagéo periférica em apoptose. PC: populagdo central. PC*: populagao central em
apoptose. Escala = 100um. Fonte: O Autor (2023).
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5.4 SCORE MORFOLOGICO

Foi atribuido um valor aos embries de acordo com as diferentes alteracbes
observadas. As alteracdes foram predominantes no grupo exposto e abrangeram
danos estruturais no neuroeptélio e notocorda (Tabela 3). Os danos estruturais
envolvem a falha da curvatura da PN, evidenciada no grupo expostos (Figura 9).
Dentre os elementos responsaveis pela dobra dessa estrutura estédo os filamentos do
citoesqueleto, em especial a actina (ABUWARDA; PATHAK, 2020). A partir da
contracdo desse filamento na porcédo apical das células, o neuroepitélio contrai de
forma organizada e a PN se dobra ao encontro das pregas neurais opostas,
proporcionando a fusdo e formacao do TN (GALEA et al., 2017). Visto que o PFOA
pode interferir na polimerizacdo dos filamentos de actina (SUN et al.,, 2017), a
conformacao retilinea da PN observada (Figura 9 C e D) pode estar relacionada com
essas alteracdes biomecanicas. A notocorda também desempenha papeis criticos
durante a neurulacdo, fornecendo sinais de sobrevivéncia, proliferacdo e
diferenciacdo (KAHANE; KALCHEIM, 2020). A degeneracdo dessa estrutura
observada nos embrides expostos (Figura 11) pode ter levado a deplecédo de varios
sinais essenciais para o prosseguimento da NJ. Os sinais, como os de polaridade
celular e migracéo, podem ter desencadeado a invasao celular no sulco neural, a falta
de transicao epitelial mesenquimal da populacéo central e dos pontos de dobra da PN,
promovendo a interrupcao desse processo.

TABELA 3 — AVALIACAO DOS EMBRIOES EXPOSTOS AO PFOA

Embrides
Alteracdo de Parametro Cl|C2|C3|ElL|E2]|E3
Estruturacdo da PN X X
Integridade do neuroepitélio X X X X
Integridade da notocorda X
Extravasamento celular X
Score 0 1 0 1 3 4

FONTE: O Autor (2023)
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5.5 ANALISE DE INTEGRIDADE TECIDUAL

A técnica histoquimica com PAS delineou a notocorda, o neuroepitélio e suas
células (Figura 12). A andlise semiquantitativa dessa marcacdo mostrou que 0sS
embrides expostos apresentaram menor intensidade média de marcacdo em
comparacao ao grupo controle (Grafico 1). A intensidade de marcacéo e determinada
pela ligacdo de moléculas receptivas ao PAS, sendo elas componentes da membrana
basal (LAYTON; BANCROFT, 2019). Uma vez que a membrana basal é uma matriz
gue garante a integridade e o suporte biomecanico ao tecido (SEKIGUCHI; YAMADA,
2018), os baixos valores registrados nos embrides expostos indicam uma instabilidade
estrutural no neuroepitélio, corroborado pelas alteragdes morfolégicas predominantes
destacadas nesse grupo. Esse resultado também se alinha com estudos que
investigaram os impactos do PFOA na membrana basal e seus componentes. Essas
investigacbes mostraram que esse poluente induz a expressao da protease MMP-9,
uma enzima responsavel pela degradacdo do coldgeno IV nativo (SAEJIA et al.,
2019). O colageno IV é um componente fundamental presente em todos os filos
animais e desempenha um papel crucial na estruturacdo da membrana basal
(KHALILGHARIBI; MAO, 2021). Com a alteracdo desses elementos, os tecidos
expostos tendem a apresentar disfuncdo da membrana basal, degradacdo do
coldgeno e comprometimento das juncdes celulares (PENG et al., 2022; MANERA,;
CASCIANO; GIARI, 2023; YANG et al., 2023). Portanto, considerando os danos
causados, esse mecanismo poderia explicar a reducao da integridade observada nos
embrides expostos ao PFOA, embora essa abordagem ainda ndo tenha sido

explorada no contexto da embriotoxicologia.
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GRAFICO 1 - INTEGRIDADE TECIDUAL MEDIA
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Intensidade média de marcacdo do PAS. Asterisco indica as diferengas estatisticas em relacéo ao
grupo controle: ****p<0,0001. Teste t ndo pareado com pas teste de Welch. Total cortes analisados:

120. FONTE: O Autor (2023).
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FIGURA 12 — MARCACAO COM PAS DURANTE A NJ

Comportamento da marcagéo histoquimica com PAS no decorrer da NJ. A: inicio da NJ. B: primeiros
movimentos de transicdo epitelial-mesenquimal. C: dissociacdo neuroepitelial. Seta: marcacdo com
PAS vista sob microscopia de luz. Area branca: intensidade de marcacdo PAS quantificada pelo
software Fiji. Escala = 50um. FONTE: O Autor (2023).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho investigou os impactos do PFOA na morfologia e estrutura
durante a neurulacdo juncional. Por meio de andlise morfoldgica qualitativa, foram
observadas malformacfes na PN, invasdo celular, falha na transicdo epitelial e
ocorréncia de apoptose nos embrides expostos. Essas observacbes foram
confirmadas pela analise semiquantitativa de integridade tecidual utilizando a
marcacgao histoquimica PAS. Os dados dessa andlise mostraram uma reducdo na
estabilidade estrutural no grupo exposto quando comparado ao grupo controle. Foi
possivel observar essa diferenca durante a investigacdo utilizando um score
morfologico, que apresentou valores S mais altos em embrides expostos.

Portanto, levando em consideragdo os resultados discutidos e o que foi
elucidado na literatura, o presente trabalho conclui que o PFOA é um agente
neurotéxico capaz de induzir diversas disfungdes em todas as etapas da neurulagéo
descritas até o momento. Dado sua periculosidade, é necessario reavaliar o uso de

produtos domeésticos que contenham esse composto em sua composi¢ao.
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