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RESUMO

Foram caracterizados morfologicamente os possiveis efeitos do acetato de chumbo no
desenvolvimento de embrides de Gallus domesticus, bem como caracterizado a nivel tecidual
sua acdo no telencéfalo. Neste estudo os animais tratados (n=48) foram divididos em quatro
grupos experimentais, conforme dose (de 250 ou 350 ng Ac,Pb), dia que foram tratados (E3
ou E5) e andlisados (E9 ou E11). Os grupos controle (n=8) receberam apenas solucdo salina
nas mesmas condi¢Bes . A andlise morfoldgica consistiu na caracterizacdo do padrdo normal
e alterado do desenvolvimento. Para anadlise histoldgica, os telencéfalos dos embrides foram
fixados e submetidos aos procedimentos para microscopia Optica, sendo posteriormente
realizada a andlise estereoldgica e morfomeétrica das células microgliais. A responsividade
destas células foi utilizada como indicativo de injuria do SNC em desenvolvimento. A
caracterizacdo das células microgliais, assm como das areas de maior deposicdo do acetato de
chumbo foi redlizada através de técnicas histoquimicas, Lectina do Tomate e
Autometalografia de Timm, respectivamente. Os embrides submetidos ao acetato de chumbo
apresentaram desenvolvimento normal, atraso do desenvolvimento, malformacoes,
hemorragia cefélica e lombar e hemorragia extraembrionaria. As areas de maior deposi¢cdo do
acetato de chumbo no telencéfalo de Gallus domesticus foram entre os hemisférios, na regido
cortical do telencéfalo, nos vasos sanguineos e nas paredes dos ventriculos. A marcagdo mais
intensa ocorreu nos animais tratados em E5, com a dose de 350 ng Ac,Pb, havendo deposicao
por todo tecido neural. As células microgliais dos animais submetidos ao metal pesado
variaram da forma arredondada, para alongada e amebdide, ndo apresentando prolongamentos
em nenhuma das idades estudadas. Estas células encontravam-se principalmente na regido
cortical do telencéfalo e nas paredes dos ventriculos. As maiores células foram encontradas
nos animais tratados em E5 com a dose de 350 ng AcPb. Animais tratados sempre
apresentaram um maior nimero de células microgliais quando comparados aos seus controles.
Estes achados refletem que as células microgliais podem ser consideradas um parametro de
localizacdo para injuria pelo acetato de chumbo, sendo que neste momento do

desenvolvimento ainda ndo é capaz de sofrer alteracdo morfol 6gica para reativa e ramificada.
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ABSTRACT

In this study, embryos of Gallus domesticus exposed to lead acetate were
morphologically characterized, and the action of this metal on the telencephalus was
investigated. The animals submitted to this treatment (n=48) were divided in four
experimental groups, according to the dose (250 ou 350 ng Ac:Pb), to the day they were
treated (E3 or E5) and analysed (E9 or E11). The control groups (n=8) were exposed to a
saline solution instead of the lead acetate and maintained under the same conditions as the
experimental groups. Morphological analysis consisted in the characterization of the normal
and altered development patterns. To accomplish the histologycal analysis, the telencephalus
of the embryos was fixed and submitted to the procedures of optical microscopy.
Subsequently, a stereological and morphometric analysis of the microglia was performed. The
answer of those cells was used as an indicator of injury on the developing CNS. The
microglial cells and the lead deposition regions were identified with histochemistry
techniques (Tomato Lectin and Autometallography). Embryos exposed to lead acetate
presented delay of the development, malformations, cephalic and lumbar hemorrhagic, and
embryonic extra hemorrhagic. The regions with greater deposition of lead acetate on the
telencephalus of Gallus domesticus were located between the cerebral hemispheres, on the
cortical regions of the telencephalus, blood vessels and and in the walls of the ventricles.
Animals exposed to the 350 my Ac,Pb on E5 presented the strongest labelling, with
generalized lead deposition on the neural tissue. The shape of the microglial cells of the
embryos submitted to the lead acetate treatment varied from round to elongated and ameboid,
and they did not present prolongations on any of the ages studied. These cells were located
mainly on the cortical region of the telencephalus and on the walls of the ventricles. The
largest cells were found on the animals treated on E5 with a 350 ng Ac,Pb dose. The
experimental groups aways presented a larger number of microglia cells when compared to
the control groups. Those findings suggest that the microglial cells can be used as a parameter
to locate injury sites caused by the lead acetate, and at this time of the development it is not

still capable to suffer morphologic alteration for it reactivates and ramified.



1 - INTRODUCAO

Em aves e mamiferos o desenvolvimento embrionario € acompanhado por um
expressivo crescimento e aumento de volume do corpo, sendo o entendimento dos
processos de diferenciacdo gue ocorrem durante o crescimento bastante relevantes para a
compreensdo da morfogénese destes animais (Schoenwolf & Y uan, 1995).

Varios eventos importantes ocorrem durante a embriogénese inicia de aves. O ovo
telolécito é eiminado do ovério esquerdo e fecundado no infundibulo, nos 15 minutos
posteriores "a ovulagdo. A medida que o0 ovo va se deslocando no oviduto em direcdo a
cloaca, ocorre a clivagem e inicia a formac&o do blastoderma bem como a deposicéo do
albuimen, das membranas da casca e da cascarica em célcio (Magaldi, 1974).

O ovo de galinha no momento da postura apresenta-se formando o hipoblasto,
evidenciando que ja iniciou a gastrulacdo. Em seguida € completada a formacdo deste
hipoblasto, sendo que duas camadas podem ser distinguidas: 0 epiblasto mais superficial e

o0 hipoblasto mais profundamente, constituindo o blastoderma bilaminar.
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O ovo de Gallus domesticus deve ser incubado ap6s a postura para prosseguir seu

desenvolvimento. Nesta espécie a incubacdo dos ovos a temperatura de 38°C € de 21 dias

aé o desenvolvimento completo do embrido, sendo que a temperatura de 40°C, o
desenvolvimento é duas vezes mais rapido, mas normamente ndo prossegue por muito
tempo, inviabilizando a eclosdo (Houillon,1972; Dias & Mdller, 1998).

O processo de gastrulagdo reinicia durante as primeiras horas de incubacdo dos
ovos, sendo que durante esta etapa hd a formagdo das trés camadas germinativas, uma
camada interna - endoderme, uma camada intermediaria - mesoderme e uma camada
externa - ectoderme.

O mecanismo de indugdo do sistema nervoso ocorre quando a mesoderme e a
notocorda induzem ao ectoderme sobregacente a organizar a placa neura que
posteriormente formara o tubo neural, estrutura localizada na regido dorsal do embrido
(Gilbert, 2000).

A neurulagdo em Gallus domesticus inicia proximo das 12 horas de incubagéo -
estadio 3 HH (Hamburguer & Hamilton, 1951) e envolve proliferacdo e migracdo das
células do tubo neural de forma desigual para dar origem a medula espinhal e as diferentes
regibes do encéfao. Assm, na regido posterior organiza-se uma estrutura tubular,
enquanto a regido anterior diferencia-se para formar as vesiculas cerebrais primitivas, o
prosencéfalo, 0 mesencéfalo e o rombencéfalo (Fujimoto et al., 1987).

Com o decorrer do desenvolvimento, o corpo do embrido ira alongar-se, ocorrendo
entdo movimentos de flexura e rotagdo em torno do proprio eixo, sendo estes eventos
importantes para o desenvolvimento do sistema nervoso (Goodrum & Jacobson, 1981,
Shostak, 1991).

Com o fechamento dos neurOporos anterior e posterior, intensificase a

morfogénese embrionéria, pelo desenvolvimento do botdo caudal e dos arcos faringeos.
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Neste momento é possivel identificar os somitos, estruturas de origem mesodérmica
dispostas lateramente a notocorda e ao tubo neura, que desempenham um papel
importante nos processos de migracdo e diferenciacéo celular (Balinsky, 1981, Gilbert,

2000).

1.1 Organizacgao do Sistema Nervoso de Gallus domesticus

No embrido de Gallus domesticus, no 3° dia de desenvolvimento (estédio 20 HH),
observa-se 37 ou mais pares de somitos posicionados ao longo da regido dorsal do corpo; a
cabeca apresenta-se grande em relagdo ao tronco; o encéfalo apresenta proeminéncias,
estando o prosencéfalo ainda com aparéncia de estrutura Unica (Patten, 1951; Eyal-Gilad,

et a., 1992) (Figural).

FIGURA 1: Vista lateral de embrido de Gallus domesticus com 3 dias de
desenvolvimento. Aumento de 10X.
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As vesiculas telencefdlicas apresentardo sua forma definitiva durante o 4° dia
embrionario. Nesta idade (estadio 23HH), o embrido apresenta as vesiculas Opticas com
pigmentacdo; rotacdo completa do corpo e o botdo cauda voltado para a regido sacral; a
flexura do tronco corresponde a uma ampla linha curva e o aantéide tem o tamanho
aproximado ao da cabeca. Em decorréncia da presenca das estruturas acima relacionadas,
0 embrido apresenta caracteristicas concernentes a espécie (Browder et al., 1991).

No 5° dia de desenvolvimento, as cinco vesiculas encefdicas sdo discerniveis,
sendo que o telencéfalo e o diencéfalo apresentam-se estruturados em trés camadas. a
camada proliferativa, a camada do manto e a camada marginal. A primeira constituida por
células neuroepiteliais, a segunda por células em diferenciacdo e a camada margina pelos
prolongamentos destas células. Neste momento podem ser observados vasos sanguineos
primitivos, distribuidos nos espagos intercelulares, presentes na camada do manto
(Schoenwolf & Yuan, 1995).

As células neuroepiteliais sdo consideradas multipotentes (Salazar, 1992) podendo
gerar tanto a linhagem de neuroblastos (precursores de neurénios) quanto a de glioblastos
(precursores das cdlulas de glia).

A organizacdo das camadas do tubo neural ocorre de forma diferenciada na medula
espinha e no encéfalo. Neste Ultimo, os processos de migragao celular, proliferacdo celular
diferenciada e morte celular seletiva produzem modificacOes levando "a estruturacédo de
camadas distintas, de acordo com a funcdo, nas diferentes regibes do encéfalo
(Jacobson,1991).

Neuroblastos da zona do manto migram nos processos gliais através da camada
branca para gerar uma segunda zona de neurénios na superficie externa do cérebro. Esta
regido é chamada de neocortex, que na espécie humana apresenta-se estratificada em seis

camadas de corpos celulares neuronais. Cada camada do neocortex difere uma da outra em
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suas propriedades funcionais, nos tipos de neurdnios encontrados, e na forma como
estabel ecem conexdes (Jacobson, 1991; Gilbert, 2000).

Os glioblastos, ou células gliais primitivas, migram para as camadas do manto e
marginal. Na camada do manto elas irdo diferenciar-se em astrocitos protoplasmaticos,
fibrosos, e oligodendrécitos (Gomes et a., 1999). As células ependimais sdo resultado da
diferenciacdo das células neuroepiteliais que cessaram a producdo de neuroblastos e
glioblastos e permaneceram revestindo o cana central. Posteriormente estara presente
outro tipo de célula glial no sistema nervoso, as células microgliais (Martin & Jessel, 1991;
Salazar, 1992).

O SNC é dotado de receptores e sinais amplamente regulados no espaco, sendo
suscetivel a acdo de substancias quimicas tanto enddgenas (fatores de crescimento,
insuling, etc.) quanto provenientes do meio externo (metais pesados, contaminantes
ambientais, etc.), que podem acarretar efeitos neurotoxicos quando em contato com este
sistema, tanto de embrifes quanto de adultos (Cole & Trader, 1980; Depablo & Delarosa,

1995).

1.2 Toxicidade do Chumbo

Estudos tém demonstrado que a contaminacdo de embrides e individuos jovens por
substéncias toxicas (como o chumbo, caddmio etc.), pode acarretar prejuizos ao
desenvolvimento normal do sistema nervoso (Rodier, 1995; Vodela et a., 1997; Chahoud
etal., 1999).

O chumbo € um eemento com muitas aplicacGes industriais, sendo que as mais
importantes fontes de exposicdo ao chumbo ocupacional incluem principamente, a

mineracso e fusdo de chumbo onde a concentracéo no ar pode exceder 1.0 mg/n?; corte e
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soldagem de estruturas pintadas com chumbo; manufatura de baterias de chumbo;
producdo de tintas a base de chumbo. O consumo anual de chumbo na industria, nos
Estados Unidos € de aproximadamente 2 milhdes de toneladas (Needleman, 2000; Matos et
al., 2001).

Devido & elevada toxicidade do chumbo, as autoridades sanitarias mundiais estéo
preocupadas em estabelecer medidas para reduzir a concentragdo desse metal nos
alimentos, como no leite, ovos, carne, uma vez que sdo considerados a principa fonte de
ingestéo desse contaminante. Observou-se que os niveis de chumbo vém diminuindo
significativamente em funcdo da substituicéo gradativa dos tipos de embalagens e soldas
gue possam liberar o metal durante o armazenamento dos alimentos (Okada et al., 1997).

O ar é o principal meio de transporte e distribui¢do do chumbo e grandes quantidades
deste metal, tendem a localizar-se nas regides proximas de fontes geradoras (CETESB,
1993; Cook et al., 1994; Eklund, 1995).

O chumbo e seu sulfatos sdo pouco absorvidos, no entanto, os sais sollveis, 0
cloreto, o nitrato, 0 acetato sd0 venenos muito ativos, acumulando-se no organismo de
animais expostos. Os sistemas organicos mais afetados sdo 0 gastrointestinal,
hematopoiético, sistema nervoso e neuromuscular. O sistema renal e cardiovascular séo
também bastante afetados. Apos a absor¢do, o chumbo é transportado para todos os 6rgaos
e tecidos do corpo pelo sangue. Aproximadamente 95% do chumbo no sangue esta
associado a hemécias e o restante com as proteinas do plasma (Al-Saleh, 1994; Klaassen,
1996; Henretig, 1998).

O aumento de glutationa, um peptideo antioxidante, nos tecidos parece ser uma
resposta compensatoria a toxicidade do chumbo. Resultados envolvendo o papel das

espécies reativas de oxigénio e do estresse oxidativo na toxicidade ao chumbo sio



consistentes com resultados encontrados para outros metais pesados Sarafin & Verity,
1991).

O chumbo parece aumentar a pressdo parcial do oxigénio resultando na indugéo
gradual de mudancas na coagulacdo, levando a uma rota de coagulagdo intrinseca com
consumo coagulopatol égico e coagulacdo intravascular disseminada. O sistema esquel ético
€ o local de maior deposicdo do chumbo em caso de intoxicacdo, o que leva a um aumento
dos efeitos no sistema de coagulacéo levando a coagulagdo intravascular disseminada,
tendo como consequiéncia necrose 0ssea. Esta necrose € de particular interesse tendo em
vista que tem sido relacionada com necrose na cabeca femural com tendéncias
hemorrégicas e trombdticas (Kiesow et al. , 1977).

Estudos tém demonstrado que exposic¢ao prolongada ao chumbo induz a diminuicéo
na conducdo nervosa e ateracdo na homeostase do célcio (Lockitch, 1993; Orrenius &
Nicotera, 1992). Como o cadmio, o niquel e o cobalto, o chumbo interfere com os canais
idnicos que transportam calcio por mecanismos mediados por calmodulina, que competem
com cécio por locais de ligagdo Ca 2* - camodulina. Os efeitos citotdxicos do chumbo
parecem estar relacionados pelo menos em parte, com a estimulagdo de reagbes
peroxidativas ocorridas na membrana celular (Lawton & Donaldson, 1991).

O chumbo pode produzir um aumento da peroxidagdo lipidica em neurénios, com
alteragdes na composicdo e fungdo de membranas ocasionando danos, funcionamento
inadequado e eventuamente morte celular. O aumento da peroxidagdo parece ser
localizado em éreas especificas do cérebro indicando que o chumbo pode ndo se distribuir
uniformemente em todo o sistema nervoso central (Ali & Bondy, 1989).

A administracdo de trietilchumbo na dose de 1,75 mg/kg peso diariamente durante 5

dias resultou em um aumento significativo na peroxidacdo lipidica no cértex frontal de
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ratos. Contudo as membranas hipocampais e cerebrais ndo mostraram aumento na
capacidade peroxidativa (Donaldson & Knowles, 1993).

A intoxicagdo por chumbo induz danos ao sistema dopaminérgico, agindo tanto
diretamente na sintese do neurotransmissor como indiretamente no transporte de calcio.
Como consequiéncia, a condugdo do sinal e a transmissdo nos circuitos neuronais do
sistema nervoso central e do sistema nervoso periférico podem ser comprometidos (Ladey,
1992).

O chumbo agride o sistema nervoso periférico, levando a degeneracdo axona e
desmielinizacdo, por meio de mecanismos ainda ndo totalmente esclarecidos (Cordeiro,
1996). Estas ateragbes manifestam-se ao exame eletroneurografico, como diminuicéo da
velocidade de conducdo do impulso nervoso, particularmente nos nervos radiais
(Windebank, 1993).

Embrides de vérias espécies, apresentam dois tipos de neurotoxicidade quando
expostos ao chumbo. Primeiro, atos niveis de chumbo no sangue podem produzir uma
aguda encefaopatia hemorrégica com severos edemas e ata mortaidade. Esta
encefalopatia capacita o chumbo a abrir as jungdes dos capilares endoteliais que formam a
barreira sangue - cérebro. Segundo, a neurotoxicidade estd relacionada com um declinio
eventual na capacidade cognitiva e motora em jovens roedores e criangas expostas ao
metal durante a primeirainfancia (Johnston & Goldnstein, 1998; Rodrigues et a., 1996).

O €feito toxico em criangas € maior por que o chumbo depositado nos 0ssos fica em
constante mobilidade devido ao crescimento. O esqueleto, na primeira infancia, aumenta
guarenta vezes em relacdo a sua massa original, e durante esse periodo ha uma maior
capacidade de acumular chumbo. Estudos tém demonstrado que criangas absorvem cerca
de 40% do chumbo ingerido, enquanto que os adultos absorvem somente 5 a 10% (Angle,

1993).



Franklin et a., (1997) em experimentos com macacos observaram que ha
transferéncia transplacentaria de chumbo enddégeno, sendo que de 7 a 39% do chumbo do
esgueleto fetal originou-se do esqueleto materno. A mobilizagdo do chumbo do esqueleto
pode produzir elevados niveis de chumbo no sangue, sendo que este fendmeno pode
ocorrer durante a gravidez (Gulson et al., 1997).

Tem sido encontrada uma correlacdo inversa entre niveis de chumbo no sangue
materno e idade gestacional, com um aumento na frequiéncia de nascimentos prematuros
em &reas altamente contaminadas por chumbo (West et a., 1994).

Se, de fato, o chumbo afeta a duracéo da gravidez, uma possivel explicacdo pode ser
a interferéncia deste com a sintese de colageno, o metabolismo energético e a estrutura da
membrana, que podem dafetar a integridade da membrana amnio-coridnica com
predisposi¢ao para sua ruptura prematura (Torres-Sanchez, et a., 1999). Outra explicacdo
pode ser 0 aumento espontaneo de contragdes uterinas, 0 que tem sido observado em
estudos experimentais com ratos expostos ao chumbo (Modzelewski et al., 1986).

A contaminagdo da &gua por agentes quimicos (chumbo, arsénio, benzeno, cadmio,
tricloroetileno) resulta em prejuizo "a capacidade reprodutiva em aves, evidenciado pela
diminuicdo da producdo de ovos, diminuicdo do peso do ovo, aumento da mortalidade
embrionaria e reducdo da ninhada (Vodela et ., 1997).

Narbaitz et a. (1985) observaram, em embries de aves tratados com chumbo, a
ocorréncia de mutiplos focos hemorrégicos, ateracées no fechamento do tubo neural e/ou
retardo do crescimento da cabeca e necrose cefalica, dém de alteracbes histoldgicas e
ultraestruturais das células nervosas. Este estudo demonstrou ainda que a administracéo do
chumbo apds o terceiro dia de incubagdo, resulta em hemorragias no tecido nervoso,

seguidos por derrame de sangue nos ventricul os cerebrais e no espaco subaracnoide.
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Ha indicios de que as células gliais geram uma defesa contra a toxicidade do
chumbo, com um aumento no grau de diferenciacdo. As células gliais respondem
primariamente a0 processo toxico com um aumento dos nivels de célcio intracelular. A
enzimas fosfatase dehidrogenase 6-glicose (GsPDH) e proteinas carreadoras do radical acy!l
(AcP) sdo ativadas apls o contato com atas concentrages de chumbo, aparentemente
com o papel de manter a homeostase celular. InjUrias, de variadas formas, ao SNC
produzem uma reacdo glial, envolvendo células microgliais. Considerando a funcdo
fagocitaria da microglia, é possivel que estas células encontrem-se alteradas quanto ao seu
numero e organizacdo no caso de haver exposicdo do sistema nervoso (Grundt et a., 1995;

Ignécio, 1998).

1.3 Caracterizacao das Células Microgliais

As células microgliais foram primeiramente reconhecidas por Niss em 1899, que
nomeou-as de células haste, sugerindo que teriam a capacidade para migracdo e fagocitose,
por serem consideradas células da neuroglia reativa. Em 1932 surgiram os trabalho de Rio-
Hortega que reconheceu as células microgliais como um elemento mesenquimal residente
dentro do SNC e ditinto dos astrdcitos e oligodendrécitos. Partindo dos estudos de Rio-
Hortega, na década de 80 aumentou o interesse pelo estudo da microglia, encorajados pelas
descobertas de marcadores especificos e pelo emprego de novas técnicas que garantiram
maior especificidade no reconhecimento dos tipos celulares (Ling et al., 1982; Boya et d.,
1991; Navascués et a., 1995; Dalmau et al., 1997).

A origem das células microgliais € ainda bastante controversa. Segundo Nakajima

& Kohsaka, (1993) elas derivariam de células relacionadas a linhagem monocitica, que
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invadiram o cérebro durante o desenvolvimento embrionério assumindo a forma de
microglia amebdide e subsequentemente tornando-se microglia ramificada. Outras origens
tem sido propostas a partir de células que se originariam de glioblastos ou do neuroepitélio,
tendo assim origem neuroectodermal (Fujita & Kitamura, 1975; Fedoroff et al., 1997); ou
mesodermal (Ashwell, 1991; Boyaet al., 1991; Cuadros & Navascués, 2001).

Por outro lado, Kaur et al. (2001) sugerem gue a microglia se origina no tecido
mesenquimal do saco vitelinico e durante a neurulacdo, células provenientes deste tecido
associar-se-80 ao neuroepitélio.

As células microgliais tém sido classificadas em cinco categorias (Fujimoto et al.,
1987; Cuadros et al., 1997; 2000), conforme as caracteristicas morfoldgicas que

apresentam:

microglia ameboide tipol (células com forma arredonda, superficie celular lisa,

desprovida de prolongamentos),

- microglia amebdide tipo 2 (célula com forma arredondada, presenca de

vaclolos citoplasmaticos e auséncia de prolongamentos),

- microglia amebdide tipo 3 (células com corpo celular mais alongado, presenca de um

adois prolongamentos),

- microglia _ramificada primitiva (células que exibem poucos e curtos

prolongamentos) ,

- microglia ramificada (células que apresentam mas de 3 prolongamentos

citoplasmaticos, ramos partindo dos prolongamentos e expansdes em varias

direcoes).

As células microgliais apds acancarem sua localizacdo final, adquirem
progressivamente a morfologia ramificada, apresentando inicialmente escassas

ramificagoes, depois tornam-se maduras e posteriormente completamente ramificadas. Esta
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diferenciacdo é acompanhada por mudancas imunofenctipicas: céulas ramificadas ndo sdo
marcadas ou sd0 pouco marcadas com anticorpos que evidenciavam microglia amebdide
(Cuadros & Navascués, 1998).

A atividade proliferativa da microglia ocorre durante o desenvolvimento normal do
sistema nervoso de vertebrados (Ling & Wong, 1993) sendo este evento comprovado pela
presenca de células microgliais amebdides mitéticas (Kaur & Ling, 1991). Estas células
tém uma localizagdo topogréfica especifica no cérebro, na camada branca subcortical e nas
regides circunventriculares (Kaur et a., 1985).

Tem sido proposto que, em locais onde ha a ocorréncia natural da morte neuronal
pode-se observar células microgliais durante o desenvolvimento do SNC. Entdo, fatores
liberados na morte neuronal podem promover a migracdo da microglia amebdide. Esta
hipétese € suportada pela coincidéncia cronolégica da morte neuronal com a entrada de
precursores microgliais no tecido nervoso (Pearson et al., 1993). Contudo, esta hipotese
tem sido contestada pela presenca de precursores microgliais na retina de mamiferos bem
antes do periodo de morte celular Ashwell, 1989) e pela auséncia de microglia em
algumas areas do cérebro onde ha morte celular (Zecevic et al., 1998).

A proliferacdo da microglia tem sido descrita in vitro e in vivo (Streit et al., 1999,
Ziga & Janeczko, 1999) como sendo estimulada por citocinas e fatores de crescimento
produzidos pela prépria microglia e por outros tipos celulares como astrécitos e neurdnios
(Elkabeset d., 1996; Streit et a., 1999).

O controle desta proliferacdo implica na acdo de varios fatores como: 0s que
estimulam a formagdo de col6nias (CSF), GM-CSF e CSF-1 (ing et a., 2001), dois
mitogénicos microglials com massa molecular de 50 e 22 kDA (Giulian et a., 1991),
neurotrofina-3 (Elkabes et a., 1996), interleucina-4 (Suzumura et al., 1994) e interleucina

5 (Ringheim, 1995). Navascués et al. (2000) consideram que o desenvolvimento da célula
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microgliad no SNC provavelmente depende das acdes combinadas de vérios fatores
estimuladores ou inibitorios.

Marin-Teva et a. (1999) demonstraram em retina de codorna que as células
microgliais ameboides entram em mitose quando estédo migrando. Com a mitose avancada,
as células microgliais retraem seus pseuddpodos, tornam-se arredondadas e param de
migrar, enquanto ocorre a metéfase, anafase e inicio dateléfase. A partir deste momento, a
microglia amebdide vai alternando migracdo e mitose.

A proliferagdo da microglia amebdide durante a migragdo parece ser um evento
comum que contribui para 0 aumento do nimero e a dispersdo de precursores microgliais
através do SNC durante o desenvolvimento normal (Wu et al., 1996).

Varias moléculas da matriz extracelular parecem influenciar as modificacOes
morfologicas, sendo a aquisicdo do fendtipo ramificado acompanhado por alteractes
quimicas dos microtubulos. Por outro lado, o comportamento migratério das células
microgliais esta relacionado a modificacfes no citoesqueleto (Ilschner & Brandt, 1996).

As células microgliais amebo6ides migram de maneira estereotipica, sugerindo que
este processo é controlado por fatores especificos presentes no SNC. Citocinas como
MCP-1, proteina inflamatéria de macréfago ou fractalcina induzem a migracdo e a
reorganizagdo da actina do citoesqueleto na microglia de adultos in vitro (Cross &
Woodreofe, 1999). Estas substéncias sdo liberadas em caso de injuria no cérebro imaturo
(Ivacko et a., 1997).

A natureza dos fatores que promovem a diferenciacdo microglial tem sido
extensamente estudada, principalmente in vitro, sendo que o &cido retinGico parece
promover a ramificaco destas células, enquanto o plasma sangliineo inibe a aquisicdo do

fendtipo ramificado (Giulian & Baker, 1986).
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Os astrocitos parecem ter um papel importante na determinacdo do fendtipo
microglial maduro. Em culturas de células microgliais com astrécitos ha a producéo de um
grande nimero de céulas ramificadas (Tanaka et a., 1999), o que sugere que a
diferenciacdo das células microgliais depende do seu microambiente Perry & Gordon,
1991).

A composicdo da matriz extracelular e da superficie celular é bastante diferente no
cérebro em desenvolvimento, no cérebro adulto normal e no que sofreu injuria. Estas
diferencas podem contribuir para um comportamento especifico das células microgliais em
cada uma destas situacoes (Fawcett & Asher, 1999).

A microglia desempenha um papel importante no SNC em desenvolvimento e na
manutencdo de sua integridade, ja que estas células eliminam restos celulares por
fagocitose, associados com a morte, reabsorcdo e remodelamento de tratos de fibras
nervosas. As células microgliais sdo as primeiras a responderem no caso de injuria ao
cérebro, apresentando proliferacdo, migracdo, ateracbes morfologicas e funcionais e
possivelmente exercendo papel importante na regeneracéo neural (Nakagjima et al., 1992;
Berozovskaya, et al., 1995; Navascués et al., 2000).

A microglia e os astrocitos tornam-se ativados ap0s lesdo ao SNC, proliferando e
aumentando de tamanho, apresentando portanto mudangas na forma e na funcionaidade. A
microglia ativada secreta produtos que regulam o crescimento e a proliferacdo astroglial,
sendo considerada a principal fonte de peptideos que estimulam a astroglia (Leme &
Chadi, 2001).

Tem sido demonstrado que a célula microglia esta também envolvida em
distirbios que ocorrem no inicio do desenvolvimento. Experimentos em ratos induzindo
defeitos no tubo neural demonstraram um aumento no nimero de microglia amebdide. Um

grande nimero de células foi detectado em diferentes areas do neuroepitélio, especialmente
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no telencéfalo e no diencéfalo. O aumento foi atribuido "a proliferaco celular localizada,
bem como a infiltracdo de macrofagos, pois nesta fase 0 neuroepitélio ainda ndo esta
completamente vascularizado (Hao et al., 2000).

Em eventos nos quais a barreira hemato-encefdlica € danificada devido "a injuria
traumética, hipoxia, isquemia, toxinas de bactérias, lesdo em nervo periférico etc., a reagdo
microglial pode ser eliciada por neuronofagia, neuroprotecdo ou remodelamento das fibras
nervosas atraves da secrecéo de véarias substancias quimicas e fatores de crescimento (Xu
et a.,1993; Damau et al., 1998).

A exposicao transitéria de ratos "a hipdxia (Li et al., 1998; You & Kaur, 2000)
eliciou reagdo microglial. Estas células foram envolvidas ativamente na fagocitose das
células degeneradas, sendo que houve a inducdo da expressdo de Oxido nitrico sintase
(NOS) e portanto a possivel producéo de dxido nitrico nestas células.

Em periodos pos-isquémica tem sido evidenciado a ativagdo e acumulagdo
microglia no hipocampo de ratos. Subitas mudancas na morfologia microglial foram
verificadas, caracterizadas pelo aargamento dos corpos celulares e regressao dos processos
celulares. Ivacko et a. (1997) sugerem que, no cérebro em desenvolvimento, a ativacdo e
acumulacdo microglial por hipoxia-isquémica, procede mais rapidamente do que no
cérebro adulto, podendo refletir propriedades distintas da microglia estagio
desenvolvimental especifico e diferentes papéis da microglia ativada no SNC normal em
desenvolvimento.

No SNC de ratos e coelhos adultos foram marcadas seletivamente células
microgliais empregando a técnica histoquimica com lecting, tanto com a isolectina B
biotinilada Griffonia simplicifolia (GSA — B4), quanto com a lectina do tomate -
Lycopersicum esculentum, sendo os resultados similares no emprego de ambas lectinas nas

duas espécies animais. Nenhum neurénio ou outro tipo de célula glial, aém da microglia



fol marcada, 0 que evidencia que a técnica histoquimica com lectina, para deteccéo de
células microgliais, parece ser suficientemente seletiva, podendo ser considerada uma
importante ferramenta para estudos morfol 6gicos e neurobiol 6gicos destas células Boya et
al., 1991).

Um estudo desenvolvido no Laboratério de Reproducéo e Desenvolvimento
Animal/BEG/CCB/UFSC, redizado por Ignacio (1998), utilizando como modelo
experimental embrides de Gallus domesticus, também demonstrou a eficiéncia da
metodologia acima citada. Este trabalho abordou o processo de diferenciagcéo e alteracdo
morfolégica no caso de lesGo mecanica, apontando também para a necessidade de
complementar 0 entendimento dos processos que envolvem as células microgliais em
outros tipos de injuria a0 SNC. Baseado nisto, nos propomos a investigar as possiveis
alteracOes morfoldgicas e estereol dgicas que estas células sofrem no cérebro de embrides

de galinha, quando expostos ao agente quimico acetato de chumbo.



2- OBJETIVOS

Objetivo Geral:

Analisar a acdo do acetato de chumbo no desenvolvimento de embrides de Gallus

domesticus com énfase na morfologia e organizacéo das células microgliais do telencéfalo.

Objetivos Especificos:

- Avdliar as caracteristicas morfol 6gicos de embrifes tratados com acetato de chumbo;

- Caracterizar as areas de maior deposicdo do acetato de chumbo no telencéfalo de

embrides nas diferentes doses e idades amostradas;

- Quantificar o ndmero, forma, tamanho e disposicdo de células microgliais nos

diferentes grupos experimentais;

- Auvdiar possiveis correlaces entre a representatividade microglial e as areas de maior

deposicdo de acetato de chumbo.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - Material Bioldgico de Estudo

Caracterizacao da espécie em estudo, de acordo com ataxonomia (Berger, 1971):

Classe : AVES
Subclasse : NEORNITHAE
Super Ordem : NEOGNATHAE
Ordem : GALLIFORMES
Familia: PHASIANIDAE
Género : GALLUS
Espécie : Gallus domesticus
Neste estudo foram utilizados embrides de Gallus domesticus, obtidos a partir da
incubacdo de ovos fertilizados doados pela Empresa de Frangos Macedo S/A - Séo
José/SC .

w I 4 -
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Figura 2: Esquema representando o embrido no ovo com suas membranas, com 4 e 5

dias de desenvolvimento embrionério.
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3.2 Caracteristicas do Ovo

Coloragéo: bege
Peso médio: 63g
Tipo de ovo: telolécito

Periodo de incubacdo até eclosdo: 21 dias a 38°C

Cicalncula

Camara de gr Amarelo

Membrana
chalazitera

Chalaza

Albume fluide

e
Casca Albume demso

Membrarna coguilifera

Figura 3: Desenho esquematico do ovo de Gallus domesticus.

3.3 - Condicbes de Incubacéao

A incubagdo dos ovos foi realizada em uma estufa com temperatura monitorada
para que se mantivesse entre 37,5 e 38° C. Para garantir a umidade atmosférica da

incubadora, foram colocados dois frascos de vidro (500 ml) com agua em seu interior,



sendo esta trocada a cada trés dias. Diariamente a incubadora era aberta por 3 minutos,

para que assm se garantisse a renovacdo do ar (Magaldi, 1974; Marques, 1986).



3.4 - Grupos Experimentais

Foram manipulados um total de 82 embrides, sendo que destes, 48 mantiveram-se

vidveis até o fina do experimentos e foram considerados neste estudo (Figurab).

5_
4_/
37 m Tratados com
Acetato de
24 Chumbo
m Controle
1_/
O_d

Morte Morte Morte Morte Morte
E4 ES5 E6 E7 E8

Figura 5: Dados de mortalidade do total de animais manipulados neste estudo.



Os animais submetidos ao acetato de chumbo (Reagen), (n=48) foram divididos em
guatro grupos experimentais, conforme a dose e o dia que foram tratados e analisados,
sendo que cada grupo era composto de 12 individuos.

O acetato de chumbo foi injetado na vesicula vitdinica no 3° dia do
desenvolvimento embrionério (E3) (Figura 6) , com andlise em E9 ou no 5 dia (E5) do
desenvolvimento embrionario, com analise em E11.

Foram utilizadas duas doses, de 250 ng e de 350 ng de acetato de chumbo/0,1 ml de
salina, sendo que os dois grupos receberam ambas as doses, conforme a tabela 1.

Os grupos controle (n=8) foram submetidos a mesma via de administragdo, no
mesmo periodo de desenvolvimento que os embrides tratados, porém, recebendo apenas
solucdo salina 0,9%.

TABELA 1 - Demonstrativo dos grupos experimentais, relacionando dia de tratamento, dia
de andlise e 0 nimero de telencéfal os submetidos as técnicas histoquimicas.

Tratamento Dia Tratamento Dia Andlise N°detelencéfalos técnicatilizada

LECTINA TIMM

250 ng/0,1ml salina (n=12) E3 E9 06 06
250 ng/0,1ml salina (n=12) E5 Ell 06 06
350 ng/0,1ml salina (n=12) E3 E9 06 06
350 ng/0,1ml salina (n=12) E5 E11 06 06
0,1ml salina- Controle (n=4) E3 E9 02 02
0,1ml salina- Controle (n=4) E5 Ell 02 02




Os animais tratados com as doses de 250 ug e com 350 pg Ac,Pb, bem como os
controles, apresentaram uma taxa de mortalidade equivalente, ndo sendo considerados neste

estudo, pois morreram antes do término do experimento.

Figura 6 Vista lateral de embrido no 3 dia de desenvolvimento embrion&rio no ovo,
envolto por suas membranas. Seta indicando o loca de injecdo na vesicula
vitelinica



3.5 - Procedimentos para Analise Morfologica

No dia previsto para a andlise, os ovos foram colocados em refrigerador com
temperatura de 4°C por um periodo de 10 minutos, com a finalidade de dessensibilizar o
animal. ApGs este periodo, com auxilio de tesoura e colher de tamanho adequado, o
embrido foi separado do saco vitelinico, retirado do ovo e colocado em placa de Petri
contendo solucdo salina. Os animais foram analisados segundo duas categorias:

| - Padrdo Normal:

padréo de desenvolvimento da espécie (tamanho, curvatura, e formacdo dos membros);
- fechamento adequado da regi&o toracica e abdominal;
- organizagdo das vesiculas cerebrais,

- vascularizacdo subcuténea e extra-embrionaria.

Il - Alteracdo do Padréo Normal:

- comprometimento de alguma das caracteristicas acima.

Para a analise microscépica foram utilizados apenas 0s animais com aparéncia normal,

ndo sendo manuseados os que apresentaram alteracéo do padréo normal.



3. 6 - Dissecacéo e Fixacao dos Encéfalos

Os embrides com padréo normal foram dissecados, tendo seus encéfalos fixados,
por imersdo, conforme a técnica histol 6gica ou histoquimica a que seriam submetidos:

- para técnica Histologica Hematoxilina e Eosina - Formol 10% por 24 horas e
conservacdo em acool 70% (Becak & Paulete, 1976);

- para a técnica Histogquimica com Lectina - Bouin Aquoso por 24 horas e
conservacdo em acool 70% saturado com bicarbonato de litio (com a finalidade de
diminuir os residuos do fixador) (Boyaet a., 1991; Castellano et al., 1991) ;

- para a técnica Histoquimica de Timm - Solugdo Carnoy-Sulfeto por 36 horas e

conservacao em acool absoluto (Danscher, 1981) .

3.6.1 Incluséo e Secéao do Material:

Desidratacdo: realizada em série etandlica crescente (70 até 100%) por 10 minutos em
cada concentracéo de alcool, sendo que a permanéncia no acool 100% foi repetido uma
vez.

Diafanizacao: as pecas foram colocadas 5 minutos em écool/xilol (1:1), em seguida foram
submetidas duas vezes ao xilol por 5 minutos aproximadamente, até a peca tornar-se

trand Ucida



Inclusdo: trés banhos de parafina a 57°C por 1 hora cada, sendo que no ultimo ocorreu a
inclusdo final. Apds as pegas serem orientadas para realizacdo de cortes frontais, os blocos
foram mantidos em temperatura ambiente para solidificacéo da parafina .

Confeccao dos Cortes. foram realizados cortes coronais com a espessura de 10 mm foram
realizados em micrétomo rotativo da marca Olympus modelo CUT 4055. As laminas
foram gelatinizadas, sendo colocados 8 cortes por lamina e foram descartados na
proporcdo de 1:2.

Despar afinizagéo dos Cortes: as laminas foram desparafinizadas em dois banhos de xilol
por 10 minutos (£5), seguido de dcool/xilol, hidratacdo em sequéncia decrescente de alcool

absoluto até alcool 70% e em &gua destilada por 10 minutos cada.

3.6.2 Técnicas de Coloracéao Histolégicas:

3.6.2.1 Hematoxilina eEosnadeHarris

Cortes dos grupos tratados com Ac,Pb e dos grupos controle foram corados pela

técnica de Hematoxilina e Eosina para control e histol 6gico, conforme segue:

a) Apbs desparafinizacdo e hidratacéo;

b) Corar com Hematoxilina durante 2 minutos,
C) Lavar em &gua de torneira por 10 minutos,
d) Lavar rapidamente em agua destilada;

€) Corar com Eosina durante 1 minuto;

f) Lavar em agua destilada;



0 Desidratar em série etandlica crescente (70% a 100%), durante 10
minutos em cada concentracdo de dcooal;
h) Diafanizar em xilol/8cool por 5 minutos e xilol (2 banhos de 5

minutos cada);

i) Montar as |aminas com Basamo do Canada e laminulas.

3.6.2.2 Histoquimica de Timm (Danscher, 1981;1984;)

As laminas apés desparafinizagdo e hidratacdo foram submetidas a solucdo de
desenvolvimento fisico (Danscher et a, 1987), por 45 minutos. Sendo apds submetidas ao
protocol o abaixo:

a) Lavar em &gua de torneira por 30 minutos, sendo feita uma troca apos 15 minutos;

b) Desidratar em acool 70% por 30 minutos para fixagao;

c) Desidratar em s&ie etandlica crescente sendo dado 3 banhos de 10 minutos em

acool 96%, 2 banhos de 10 minutos em alcool 99%

d) Diafanizar em xilol e montar com laminula e Basamo do Canada .

3.6.2.3 Histoquimica com Lectina de Tomate (Acarin et a., 1994)

As laminas apés desparafinizacao e hidratacdo foram submetidas ao protocolo que segue:

Bloqueio da atividade das peroxidases enddgenas. 1 banho de peréxido de hidrogénio

(2%) em metanol por 15 minutos, em seguida as laminas foram lavadas 2 vezes por 10



minutos em Solucdo Salina Tamponada (TBS) 0,1 M , pH de 7,4, e um banho de 10
minutos em TBS + Triton X-100 1%.
Incubacdo com Lectina: as laminas foram incubadas com lectina Lycopersicon
esculentum (Sigma Chemical, USA) conjugada "a biotina, nadiluicdo de 20 ng/ml em TBS
por 16 horas "a4°C. Ap0s a incubacdo com a lectina, as seccdes foram lavadas 1 vez por 10
minutos em TBS + Triton X-100 1% e em seguida lavadas 2 vezes por 10 minutos em TBS.
Incubacdo com Avidina-Per oxidase: as sec¢les foram incubadas com avidina-peroxidase
(Sigma Chemical, USA) na diluicdo de 50 nmg/ml em TBS por 1 hora em temperatura
ambiente. Em seguida, foram lavadas 3 vezes em TBS por 10 minutos cada.
Revelacdo: as secgbes foram tratadas com solucdo de 3-3'- Diaminobenzidine DAB-
Sigma Chemical) por tempo suficiente até que os cortes apresentassem a tonalidade
marrom claro; em seguida bloqueou-se a reacdo com agua destilada.

Apbs, as laminas foram desidratadas, diafanizadas (conforme item 4.6.2.1) e foi

realizada a montagem com Basamo do Canada e laminulas.

Controle negativo da especificidade: Visando identificar se areatividade a lectina néo
ocorreu devido a ligagbes ndo especificas, foi adotado como controle negativo a realizacéo
do protocolo para histoquimica descrito acima, porém omitindo-se a incubagéo com a

lectina e substituindo-a por TBS.

3.7 Anélise das Laminas



As laminas foram analisadas ao microscopio optico para determinacdo dos locais de
deposicdo do acetato de chumbo, bem como a localizac8o, contagem e medida das células

microgliais. A partir desta andlise foram confeccionados esquemas e fotos.

Determinacéo dos locais de deposicdo do acetato de chumbo: O mapeamento destas
areas foi representado em desenho esquemético obtido em camara clara (1,25X) com
aumento de 10X (Figura 7). A padronizacdo foi utilizada para que se realizasse uma andlise
qualitativa dos locais de marcagcdo, obedecendo-se 0s seguintes critérios. (+) marcacéo

fraca, (++) marcacd moderada e (+++) marcacdo intensa

Figura 7: Desenho com cadmara clara de secgéo coronal de telencéfalo.



Estereologia dos Cortes Histolégicos. Foram realizadas contagens de células microgliais
dos cortes histolégicos, com o auxilio da Graticula de Weibel (Mandarim-de-Lacerda,
1999), acoplada a0 microscopio Optico, em um aumento de 400X. Em cada |amina foram
selecionados aleatoriamente, cinco campos visuais aternados, para a contagem das células.
Em cada campo visual foram contadas 42 células, perfazendo nos 5 campos um total de 210
células por 1amina, o0 que corresponde a 100% das células contadas. Ao final da contagem,

obteve-se a porcentagem parcial de microglias em cada lamina (Freere & Weibel, 1967).

Medida das CéulasMicrogliais. paraadeterminacdo do diametro das células microgliais,
escolheu-se aleatoriamente em cada |amina 10 célula por telencéfalo/grupo experimental.
As medidas dos eixos transversal e longitudinal foram obtidas através de ocular
micrométrica acoplada ao microscopio éptico a400X e 1000X. A determinacdo do nimero
de microglias a serem medidos foi baseada na equacéo: n=z.9/l, onde z =1,96; s = desvio

padréo da média amostral inicial; | = 10% meédia da amostrainicial.

3.8 Andlise Estatistica

Os resultados obtidos referentes a medida e quantidade das células microgliais
foram analisados no programa estatistico Statisticad para Windows. Para verificar se
haviam diferencas significativas entre os grupos, foi utilizado o teste de andlise de variancia
de duas vias (ANOVA), seguido pelo teste de Tukey para tratamentos com numero de

amostras homogéness (Zar, 1974).



4 — RESULTADOS

No presente estudo foram acompanhados os principais eventos do desenvolvimento
embrionario e neural normal de embrides de Gallus domesticus (Figura 7) e de embrides

submetidos ao tratamento com acetato de chumbo.

4.1 Analise Morfolégica de Embrides Tratados com Acetato de

Chumbo

Embrides submetidos "a dose de 250 pg Ac,Pb administrada no 3° dia de
desenvolvimento (E3) apresentaram desenvolvimento norma (25%), atraso do
desenvolvimento (25%) (Figuras 8) e hemorragia cefdlica (50%) (Figura 9). Quando a
mesma dose foi administrada no 5° dia (E5) observou-se desenvolvimento normal (66,6%)
e hemorragias cefaica e lombar (33,3%).

Nos embrides tratados com a dose de 350 pug Ac,Pb administrada no 3° dia de
desenvolvimento observou-se desenvolvimento normal ( 16,6%), malformagdes (33,3%)
(Figuras 11, 12, 13 e 14) e hemorragia cefdlica (50%); (Figura 10) e quando administrada
no 5° dia, pode ser observado desenvolvimento norma (58,3%), hemorragia cefdlica e
lombar (25%) e hemorragia na regido extra embrionéria (16,6%)

A Figura 15 demonstra o0s achados da andlise morfologica dos grupos

experimentais utilizados neste estudo.



O atraso de desenvolvimento foi caracterizado quando os embrifes tratados com
acetato de chumbo apresentaram tamanho inferior ao caracteristico para a idade, primordio
daformagao do bico, pele lisa e membros pouco desenvolvidos.

A hemorragias cefdlica foi caracterizada pelo acimulo excessivo de sangue na
regido das vesiculas cerebrais, de cor avermelha a bordd; sendo que os animais controle
apresentam vesiculas cerebrais claras, apresentando vasos de aspecto normal.

As hemorragias cefdlica e lombar caracterizaram-se por uma extensa area de
acumulo de sangue desde as vesiculas cerebrais até aregido caudal do embrigo.

As malformacdes observadas referiram-se a.:

1. extrusdo torécica, (Figura 14) na qual os pulmdes, rins e figado encontram-se

dispostos fora da cavidade abdominal.

2. extrusdo cerebral, (Figuras 11 e 12) na qual as vesiculas perderam seus limites e

encontram-se de forma desorgani zada posi cionadas fora do cérebro.

3. ciclopia, (Figura 13) onde o animal apresentava apenas formacdo de um dos

olhos.
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Figura 8: Embrido normal de Gallus domesticus no nono dia de desenvolvimento
embrionario (E9). Aumento: 7x. Escala 0,769 cm.

Figura 9: Embrido de Gallus domesticus no nono dia de desenvolvimento
embrionério (E9), submetido ao tratamento com 250mg em E3. Apresentando atraso do

desenvolvimento. Aumento: 7x. Escala- 0,769 cm.
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Figura 10: Embrido normal de Gallus domesticus no nono dia de desenvolvimento

embrionario (E9) submetido ao tratamento com 250y em E3. Apresentando hemorragia
cefélica. Aumento: 7x. Escala- 0,769 cm.

Figura 11: Embri&o de Gallus domesticus no nono dia de desenvolvimento
embrionario (E9), submetido ao tratamento com 350mg em E3. Apresentando hemorragia

cefadlica Aumento: 7x. Escala- 0,769 cm.



Figura 12: Embri&o de Gallus domesticus no nono dia de desenvolvimento,

submetido a0 submetido ao tratamento com 350y em E3. Apresentando extruséo
cefdlica. Aumento: 7x. Escala- 0,769 cm.

Figura 13: Embri&o de Gallus domesticus no nono dia de desenvolvimento
embrionério (E9), submetido ao tratamento com 350mg em E3. Apresentando extrusdo

visceral. Aumento: 7x. Escala- 0,769 cm.



Figura 14: Embri&o de Gallus domesticus no nono dia de desenvolvimento
embrionério (E9), submetido ao tratamento com 350ng em E3. Apresentando

malformagdes como ciclopia e extrusdo visceral. Aumento: 7x. Escala- 0,769 cm.

49
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FIGURA 15: Andlise morfologica dos embrifes tratados com as dose de 250 e 350 g
Ac;Pb no 3° e 5° dia de desenvolvimento embrionario.

4.2 Analise dos Locais de Deposicédo do Acetato de Chumbo no

Telencéfalo

A andlise dos telencéfalos dos animais tratados e controle para localizagdo da
deposicdo do acetato de chumbo, foi redlizada conforme padronizagdo anteriormente
descrita.

Os animais controle ndo apresentaram marcacao positiva para o acetato de chumbo,
como pode ser evidenciado nas Figuras 16, 17 e 18 referentes ao tratamento em E3 e

figuras 19, 20 e 21, do tratamento em ES5.
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Nos animais tratados com 250 ug Ac,Pb em E3 (Figuras 22, 23 e 24) foi possivel
observar marcagao intensa no septo pellcido, na leptomeninge e no endotélio dos vasos
sanguineos.

Os animais tratados com 350 pug Ac,Pb em E3 (Figuras 25, 26 e 27) apresentaram
marcacdo intensa e localizada nas leptomeninges, no endotélio dos vasos sanguineos e nas
paredes dos ventricul os.

Os animais tratados com 250 pug Ac,Pb em E5 (Figuras 28 e 29) apresentaram
marcagdo difusa por todo o tecido cerebral, sendo a marcagdo mais intensa nas
leptomeninges e no plexo cordide.

Os animais tratados com 350 pug Ac,Pb em E5 (Figuras 30, 31 e 32) apresentaram
marcagdo difusa por todo o tecido telencefalico e marcacdo intensa na leptomeninges e na
parede dos ventriculos.

A marcagdo mais intensa ocorreu nos animais tratados em E5, tanto na dose de 250
guanto na dose de 350 pg Ac;Pb. Nestes casos, dém de marcar fortemente as
leptomeninges, ha também deposicdo de acetato de chumbo por todo o tecido nervoso. A
marcacao observada em E5 mostra-se bastante diferente nos animais tratados em E3, onde
a marcacdo da deposicdo do acetato de chumbo ocorre de forma mais especifica no
endotélio dos vasos sanguineos, no plexo corodide e nas leptomeninges.

Nas duas doses e nas duas idades de tratamento foi possivel observar que a
marcagao mais intensa ocorreu no telencéfalo dos animais tratados em E5 com a dose de
350 ug AcyPhb, ocorrendo nestes animais maior deposicao de acetato de chumbo no tecido

NErvVoso.
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Figura17: Seccdo histologica de telencéfalo de embrido normal de Gallus domesticus em
E9. Técnicade Timm. Coloracéo Hematoxilina. Aumento 4x. Escala— 660mm.
Figura 18: Seccéo histoldgica de telencéfalo de embrido normal de Gallus domesticus em

E9. Técnica de Timm. Coloragdo Hematoxilina. Aumento 20x. Escala — 54 mm.
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Figura 20: Seccéo histoldgica de telencéfalo de embrido normal de Gallus domesticus em
E11. Técnicade Timm. Coloragdo Hematoxilina. Aumento 4x. Escala— 660mm.
Figura 21: Seccéo histoldgica de telencéfalo de embrido normal de Gallus domesticus em

E9. Técnica de Timm. Coloragdo Hematoxilina. Aumento 20x. Escala — 54 mm.



Figura23: Seccéo histoldgica de telencéfalo de embrido de Gallus domesticus em E9, submetido a
250 ny de acetato de chumbo em E3. Técnica de Timm. Coloragdo Hematoxilina. Setas indicam os

locais de maior deposicdo do metal no septo pelticido. Aumento 20x. Escala— 5,4mm.

Figura24: Seccéo histoldgica de telencéfalo de embrido de Gallus domesticus em E9, submetido a
250 ng de acetato de chumbo em E3. Técnica de Timm. Coloragdo Hematoxilina. Setas indicam os

locais de maior deposicéo do metal nas leptomeninges. Aumento 40x. Escala— 0,66mm.
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350 ny de acetato de chumbo em E3. Técnica de Timm. Coloragdo Hematoxilina. Setas indicam os
locais de maior deposicéo do meta nas leptomeninges, vasos sanguineos e plexo cordide. Aumento
10x. Escda— 2,7mm.

Figura24: Seccéo histoldgica de telencéfalo de embrido de Gallus domesticus em E9, submetido a
350 ny de acetato de chumbo em E3. Técnica de Timm. Coloragdo Hematoxilina. Setas indicam os

locais de maior deposicéo do meta nas leptomeninges, vasos sanguineos e plexo cordide. Aumento

20x. Escda—5,4mm.
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Figura29: Seccdo histol6gica de telencéfalo de embrido de Gallus domesticus em E11, submetido a
250 ng de acetato de chumbo em E3. Técnica de Timm. Coloragdo Hematoxilina. Setas indicam os

locais de maior deposicdo do metd por todo tecido telencefdico. Aumento 20x. Escala— 5,4mm.
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Figura31: Seccdo histoldgica de telencéfalo de embrido de Gallus domesticus em E11, submetido a
350 ng de acetato de chumbo em E5. Técnica de Timm. Coloragdo Hematoxilina. Setas indicam os
locais de maior deposicdo do meta nas leptomeninges e plexo cordide. Aumento 20x. Escala —
5,4mm.

Figura 32: Seccéo histoldgica de telencéfalo de embrido de Gallus domesticus em E11, submetido a
350 ng de acetato de chumbo em E5. Técnica de Timm. Coloragdo Hematoxilina. Setas indicam os

locais de maior deposicéo do metal nas leptomeninges. Aumento 20x. Escala— 5,4mm.
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4.3 Caracterizacdo das Células Microgliais do Telencéfalo apos

Tratamento com Acetato de Chumbo

Os cortes submetidos ao controle negativo de especificidade, ndo foi possivel
observar marcagdo de nenhuma célula microglial (Figura 33).

Os cortes dos telencéfalos de animais controle, que receberam apenas salina,
guando incubados com lectina mostraram marcacdo positiva para células microgliais
arredondadas, mas estas se apresentaram em nimero bastante reduzido e organizadas de
forma dispersa no tecido neural, como pode ser observado nas figuras 34 e 35.

Os cortes dos telencéfal os dos animais que foram submetidos a 250 g AcPb no 3°
dia de desenvolvimento embrionério (Figuras 36 e 37) foram marcadas positivamente para
células microgliais. Estas células apresentaram a forma arredondada, eram desprovidas de
prolongamentos e foram marcados fortemente, sendo observadas de forma localizada nas
leptomeninges.

Os cortes dos animais tratados com 350 ng Ac,Pb em E3 (Figuras 38, 39 e 40)
apresentaram numerosas células microgliais no cortex telencefdico, sendo que também foi
possivel observar células microglias por todo tecido neural e nas paredes dos ventricul os.
Estas células eram arredondadas e al ongadas, apresentando-se fortemente marcadas.

Os animais tratados com a dose de 250 ng Ac,Pb em E5 apresentaram numerosas
células microgliais distribuidas por todo cortex telencefdlico, no septo pellcido e em
menor quantidade nas paredes dos ventriculos (Figuras 41 e 42). Estas células microgliais
eram em sua maioria de formato amebdide e com nucleo fortemente marcado (Figuras 43 e

44) .
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Os animais tratados com a dose de 350ng Ac,Pb em E5 (Figuras 45 e 46)
apresentaram células microgliais de formato amebdide dispersas pelo cortex telencefdico e
nas paredes dos ventriculos. As céulas apresentavam o formato amebdide e mostravam-se
fortemente marcadas.

As células microgliais se localizaram distribuidas principalmente naregi&o cortical
do telencéfalo e nas paredes dos ventricul os, em ambas as doses e idades.

Estas células variaram sua forma de arredondada, alongada a amebdide, ndo
apresentando prolongamentos em nenhuma das idades estudadas. Pode-se observar que os
animais tratados em E3 apresentaram principalmente células arredondadas, enquanto que
os tratados em E5 apresentaram microglias arredondadas e ameboides.

Pode-se observar que as maiores células foram encontradas nos animais tratados
em E5 com a dose de 350ng AcPb, quando comparadas as demais doses e idades
estudadas.

Animais tratados com acetato de chumbo apresentaram um maior nimero de

células microgliais quando comparados aos seus control es.

4.3.1 Andlise Estereol6gica das CéulasMicrogliais

Os grupos controle apresentaram diferencas estatisticamente significativas quando
comparados aos grupos tratados, sendo que o nimero de células nos grupos tratados
sempre foi superior aos controles.

Os grupos controle ndo apresentaram diferencas significativas entre si.

A andlise estereol 6gica das células microgliais mostrou uma diferenca significativa

entre o0s grupos analisados (Tabela 2).
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Os animais tratados em E3 tanto com a dose de 250 quanto com 350 ng Ac;Pb néo
apresentaram diferencas estatisticas quanto ao nimero de células microgliais presentes no
telencéfalo.

Os animais tratados em E3 e em E5 com a dose de 350 ng Ac,Pb diferiram entre si
no nimero de células microgliais no telencéfao, as quais estavam em maior quantidade no
grupo tratado em E5 em relacdo ao controle.

Os animais tratados em E5 tanto com a dose de 250 quanto com 350 nmg Ac,Pb
apresentaram diferencas significativas entre i, sendo que houve um aumento no nimero

de células, no tratamento com a dose mais el evada.

Tabela 2: Estereologia das células microgliais presentes no telencéfalo de embrifes

expostos ao acetato de chumbo.

Dia andlise/Tratamento NuUmero de células Microgliais
(my Ac,Pb/0,1 ml salina)
E3CNT 5 (+ 2)
(n=10)
E5CNT 6 (+2)
(n=10)
E3 250 10 (x1)°
(n=10)
E3 350 11 (x2°
(n=10)
E5 250 17 (+3)°
(n=10)
E5 350 21 (+4)°
(n=10)

Letras diferentes indicam diferencas significativas entre a quantidade de células microgliais nos grupos de
tratamento (p£0,05); (n) corresponde ao nimero de telencéfalos analisados em cada grupo. Os resultados

estdo apresentados como média + desvio padréo.
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4.3.2 Analise Morfométrica das CélulasMicrogliais

A andlise do didmetro das células microgliais dos animais submetidos ao
tratamento com acetato de chumbo e dos animais controle esté evidenciada na Tabela 3.

Os animais tratados em E3 com 250 ng Ac,Pb apresentaram células com medida
longitudina minima e méxima de 4,45 e 9,54 mm e transversal de 4,45 e 9,32 nm,
enguanto que os tratados com a dose de 350 nmg Ac,Pb apresentaram variagdo minima e
maxima de medida longitudinal igual a 5,72 e 11,02 nm e transversal de 5,72 a 10,6 nm.

Os animais tratados em E5 com 250 ng Ac,Pb apresentaram variagcdo minima e
maxima do eixo longitudina de suas células microgliais de 5,3 e 10,81 mm e no &xo
transversal de 4,66 e 9,96 nm. Quando tratados com 350 ng Ac,Pb foi possivel observar
gue as células tiveram variacdo minima e maxima no eixo longitudinal de 2,33 e 10,38 mm
e no eixo transversal de 3,81 a 10,81 nm.

Os animais controle em E3 apresentaram células com medidas minima e méxima
gue variaram longitudinalmente entre 4,24 e 6,36 nm e transversalmente entre 4,45 e 6,36
mm. Os animais controle em E5 apresentaram células com medidas minima e maxima que
variaram longitudinalmente entre 5,72 e 8,05 mm e transversalmente entre 5,72 e 8,26 nm.

Os dados obtidos demonstram que houve um crescimento regular da célula nos
eixos longitudinal e transversal.

Na andlise dos animais submetidos em E3 as duas doses de Ac;Pb e do controle,

pode-se observar que houve um aumento significativo no tamanho das células microgliais

(PE0,05).
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Foi verificado que os animais submetidos em E5 ao acetato de chumbo nas duas
doses, nédo apresentaram diferenca significativa entre si, quando avaliado o tamanho das

células microgliais.

Tabela 3: Valores médios dos eixos longitudinal e transversal das células microgliais de

Gallus domesticus tratados com Ac,Pb.

Dia Andlise/Tratamento Eixo longitudinal Eixo Transversal
(mgy Ac,Pb/0,1 ml salina) (mm) (mm)
E3CNT 572 £0,30 5,19 + 0,45°
(n=20)
ES CNT 7,52 +0,75 7,42 +0,60%
(n=20)
E3 250 7,03 +0,30 5,93 +0,90%
(n=50)
E3 350 7,52 0,45 6,46 + 0,45°
(n=50)
E5 250 7,73 20,15 6,89 +0,75
(n=50)
E5 350 7,95 0,15 7,20 £0,30°
(n=50)

Letras diferentes indicam diferencas significativas entre a quantidade de células microgliais nos grupos de
tratamento (p£0,05); (n) corresponde ao ndmero de células microgliais analisadas em cada grupo. Os

resultados estdo apresentados como média + desvio padrao.
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Figura 33: Seccdo histoldgica de telencéfalo de embrido de Gallus domesticus em E9, submetido a
250ny de acetato de chumbo em E3. Controle Negativo de Especificidade. Histoquimica com TBS.

Aumento 4x. Escala 660 mm.



Figura34: Seccdo histoldgica de telencéfalo de embrido normal de Gallus domesticus.
Histoquimica com Lectina. Setas indicam poucas células microgliais dispostas nas leptomeninges.
Aumento 20x. Escala 5,4 mm.

Figura 35: Seccdo histoldgica de telencéfalo de embrido normal de Gallus domesticus.
Histoquimica com Lectina. Setaindica células microgliais nas leptomeninges. Aumento 40x.
Escala 0,66 mm.
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Figura 36: Seccdo histolégica de telencéfalo de embrido de Gallus domesticus em E9, submetido a
250 ny de acetato de chumbo em E3. Demonstrando marcagéo de células microgliais no tecido
telencefdico. Histoquimica com Lectina. nas leptomeninges. Aumento 100x. Escala 0,27 mm.
Figura 37: Seccéo histol6gica de telencéfao de embri&o normal de Gallus domesticus em E9,
submetido a 350 ng de acetato de chumbo em E3. Histoquimica com Lectina. Seta indica marcacdo

positiva de células microgliais nas leptomeninges. Aumento 40x. Escala 0,66 mm.
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Figura 38: Seccdo histolégica de telencéfalo de embrido de Gallus domesticus em E11, submetido a
250 ny de acetato de chumbo em E3. Demonstrando marcagéo de células microgliais no tecido
telencefdico. Histoquimica com Lectina. nas leptomeninges. Aumento 10x. Escaa 270 mm.
Figura39: Seccdo histolégica de telencéfalo de embrido normal de Gallus domesticus em E11,
submetido a 350 ng de acetato de chumbo em E3. Histoquimica com Lectina. Seta indica marcacdo

positiva de células microgliais nas leptomeninges. Aumento 100x. Escala 0,27 mm.



67

Figura40: Seccéo histol6gica de telencéfao de embrido de Gallus domesticus em E11, submetido a
350 ny de acetato de chumbo em E5. Histoquimica com Lectina. Seta indica marcacdo positiva de

células microgliais nas leptomeninges. Aumento 100x. Escala 0,27 mm.
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5 - DISCUSSAQ

Os embrides de Gallus domesticus passam por rdpidas modificagdes, tendo em vista
gue desde o inicio daincubacdo até o momento da eclosdo decorrem apenas 21 dias. No 9° dia
de desenvolvimento (E9) o embrido comeca a ter aparéncia propria da espécie, considerando
gue o bico, apéndices superiores e inferiores e pigostilio encontram-se bastante
diferenciados. No 11° dia de desenvolvimento o corpo e pescoco assumem a forma
caracteristica das aves, a cabega € mais proporcional ao tamanho do corpo e o embrido esta
coberto por uma penugem fina (Gonzales, 1994).

Neste estudo os animais controle apresentaram caracteristicas idénticas as acima
descritas. Nos animais tratados com acetato de chumbo pode-se observar embrides com
aparéncia normal, e embrides com ateracbes neste padrdo de desenvolvimento, o que indica
gue o acetato de chumbo é capaz de alterar o padréo de desenvolvimento normal de Gallus
domesticus, bem como sua morfogénese externa.

Pérez-Call et al. (1988) trataram embrides do anfibio Bufo arenarum com diferentes
concentragdes de nitrato de chumbo (0.12 a 32 mg/L) sendo que os achados mais expressivos
foram obtidos com concentracdo abaixo de 1 mg/L . Dois diferentes efeitos foram observados,
primeiro: ata incidéncia de malformacbes (neurulacdo parcial, microcefalia, atraso do
desenvolvimento). Segundo, um aumento gradua da teratogénese e da letalidade, sendo que
0s animais submetidos ao metal apresentaram desenvolvimento anormal quanto ao fechamento

do blastéporo, desordens durante o processo de neurulagdo e cauda bifida.
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A suscetibilidade do sistema nervoso a danos apls a exposicdo a contaminantes
ambientais, como metais pesados e pesticidas, tem sido bastante estudada e parece estar
relacionada a idade do individuo no momento da contaminacdo. O grau de comprometimento
dos sistemas é dependente do contato ter ocorrido no periodo embrionario, fetal, na fase de
jovem ou nafase adulta (Rice & Barone, 2000).

A acdo de sais de chumbo nos estagios precoces do desenvolvimento de embrides de
aves, de acordo com os estudos de Catizone & Gray (1941), produzem lesdes no SNC. Estas
lesbes consistem no ndo fechamento do tubo neural, e/ou crescimento retardado da cabeca
com necrose cefélica e do tubo neural.

Nossos resultados indicam que Gallus domesticus, assim como Bufo arenarum séo
suscetiveis aos sais de chumbo nos estégios precoces do desenvolvimento, tendo em vista que
em ambos foi evidenciado atraso do desenvolvimento, ateracbes no padréo do sistema
nervoso, malformagdes e em alguns casos letalidade. 1sto nos indica que, aém do acetato de
chumbo ser capaz de influenciar o desenvolvimento normal, atrasando-o, em etapas precoces
parece influenciar a formagdo de sistemas e 6rgéos, podendo inclusive inviabilizar a eclosgo.

O desenvolvimento normal do sistema nervoso requer a concomitante e coordenada
ocorréncia de proliferacdo, migracéo, diferenciacdo, sinaptogénese, gliogénese, mielinizacéo e
apoptose, que ocorre de forma diferenciada tempora e regionalmente. Interferéncias nestes
processos durante o desenvolvimento podem resultar em conseqiiéncia irreversivels que
afetam a estrutura e a fungdo do sistema nervoso (Barone et a., 2000).

Nossos achados demonstram que o0 acetato de chumbo parece ser realmente capaz de

interferir no desenvolvimento estrutural do sistema nervoso, tendo em vista que foi observada
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ocorréncia de hemorragia cefdlica e malformagdes dos hemisférios cerebrais, onde se pode
visualizar o ndo fechamento da calota craniana e extrusdo das vesiculas,

Nossos achados corroboram os resultados de Narbaitz et al. (1985), tendo em vista que
uma das maiores ateragbes observadas nos embrides tratados com acetato de chumbo foi a
ocorréncia de hemorragia intra e extra embrionaria, sugerindo que a hemorragia pode
congtituir alesdo priméria produzida pelos sais de chumbo.

Holtzman et al. (1984) em seus experimentos tratando diferentes tipos de embrides
com sais de chumbo, observaram grandes &reas de necrose cerebral e concluiram que esta
pode ser um resultado direto da inibicdo do metabolismo aerdbico celular. Esta alteracdo no
metabolismo da célula seria resultado do seu contato com os saisde chumbo nos eritrécitos.

Chal & Webb (1988) submeteram ratos a sais de chumbo e observou ateracéo na
responsividade cardiovascular e elevagdo da pressdo sistdlica sangilinea. Estes achados
evidenciariam que ha ateracdo no mecanismo celular que regula a concentracdo de cécio
intracelular e isto pode contribuir para a fungdo vascular anormal induzida pelo chumbo.

Yasuyuki & Toshiyuki (1999) testaram os possiveis efeitos que o chumbo acarretaria
na proliferac@o de células endoteliais vasculares. Seus achados sugerem que o chumbo inibe a
proliferacdo de células endoteliais vasculares por induzir uma diminuida resposta ao fator de
crescimento do fibroblasto através da supressdo da sintese de heparina sulfatase.

O acetato de chumbo, segundo Watts et al. (1995) pode causar contragdo muscular dos
vasos, de maneira calcio dependente, sugerindo que o aumento da contratibilidade muscular
induzida pelo chumbo tem um papel importante na hipertenséo induzida pelo metal pesado .

Estes resultados descritos, quanto as alteracfes vasculares, evidenciam que o acetato de

chumbo parece influenciar e aterar a permeabilidade e integridade dos vasos sanguineos, ja
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que neste estudo também foi possivel observar ateracBes na angiogénese normal nos animais
submetidos ao meta pesado.

Bowden et a. (1993) realizaram experimentos submetendo embrifes de ratos a
horménios sexuais naturais e sintéticos (estradiol, etinilaestradiol, dietilestilboestrol e
progesterona), podendo observar que estes provocaram retardo do desenvolvimento
embrionario e um aumento da incidéncia de malformagoes.

Dias & Muller (1999) submeteram embrifes de Gallus domesticus a insulina de suino e
pode observar que esta desencadeou um padrdo de malformacOes e foi capaz de retardar o
ritmo do desenvolvimento, comprometendo-os.

Nossos resultados demonstram que o acetato de chumbo, assim como os hormonios
sexuais e a insulina sdo agentes capazes de aterar o desenvolvimento embrionario normal,
sugerindo que outras substancias além dos sais de chumbo sdo capazes de influenciar a
organogénese destes embrides, gerando alteragcOes estruturais e precoces.

Quando embrides de aves tem contato com sais de chumbo ap6s o terceiro dia de
incubacdo, ha a ocorréncia de um tipo caracteristico de lesdo (Karnofsky & Ridgway,1952).
Foram observadas multiplas hemorragias no tecido nervoso seguido por extravasamento do
sangue para os ventriculos cerebrais e o espaco subaracndide. Apds a hemorragia cessar e ter
sido reabsorvida, os embrides que ndo morreram, apresentaram destruicdo massiva do tecido
nervoso e grande dilatacdo dos ventricul os cerebrais.

Nos embribes tratados em E3, nas duas doses, foi possivel observar deposicdo do
acetato de chumbo localizada na regido cortical do telencéfalo, nos vasos sanguineos e na
parede dos ventriculos. Ja nos animais tratados em E5, nas duas doses, aém da deposicéo

intensa e localizada, também apresentaram deposicdo de forma difusa por todo tecido nervoso.



Quando comparados 0s grupos experimentais, pode-se constatar que a deposi¢ao do acetato de
chumbo ocorreu de forma mais intensa naqueles que foram tratados em E5 com a dose mais
elevada

Estes achados indicam que realmente o acetato de chumbo € capaz de se acumular e
causar danos no tecido cerebral, sendo que os locais de acimulo dependem da etapa do
desenvolvimento em que se encontrava o embri&o no momento do contato com o metal.

As diferentes doses também parecem interferir no acimulo e na absorcdo do metal,
sendo que os danos causados ao embrido podem estar diretamente relacionados a ela, ja que
foi possivel observar tanto diferencas morfoldgicas, quanto estereoldgicas e morfométricas

nos embrides tratados com as diferentes doses.

As células microgliais correspondem de 5 a 12% do total de células encontradas no
SNC (Fedoroff, 1995), estas células encontram-se distribuidas de forma diferenciada nas
diferentes regides do cérebro, e esta organizacdo depende de variacdes cinéticas e do estado
fisiologico do sistema nervoso (Lawson et al., 1990).

A atividade da microglia durante o desenvolvimento do SNC pode ser dividida em trés
categorias. Primeiro a microglia teria o papel de fagocitar, removendo os corpos apoptéticos
abundantes no desenvolvimento normal do SNC Egensperger et a., 1996). Segundo, a
microglia poderia estar diretamente envolvida na causa da apoptose (Frade & Barde, 1998).
Por dltimo, a microglia desempenharia um papel importante na formacdo dos vasos
sanguineos (Sorokin et al., 1992).

Nossos achados demonstraram que as células microgliais estéo presentes no telencéfalo

de Gallus domesticus normais, sendo que foi possivel visualizé-las de forma bastante dispersa
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pelo tecido nervoso, em pequena quantidade, e com formato redondo. Isto nos sugere que
guando o SNC encontra-se em estado fisioldgico normal a necessidade de proliferacéo destas
células é mais restrita e nenhuma alteragdo morfol 6gica € observada.

Quando o cérebro sofre injuria ou é afetado por alguma doenca, as células microgliais
sdo geralmente observadas passando por ativacdo e por proliferacdo proximo ao local afetado
e migram com fungdo de defesa, fagocitose, gliose e reparo (Nakajima & Koshaka, 1993).

Streit (2001) aponta duas possibilidades quanto ao papel da microglia no dano induzido
por neurotoxinas. Primeiro a microglia responderia ao dano neuronal com ativagdo e aparente
alteracdo histologica. Segundo as substancia neurotoxicas ao desenvolvimento afetariam a
microglia diretamente, podendo resultar em dano neurona devido a0 prejuizo no
funcionamento da célula microglia ou estimulando a neurotoxicidade microglial.

Charleston et al. (1994) observaram que cortex cerebral de macacos submetidos ao
metilmercurio apresentaram evidéncias estereol 0gicas de proliferacdo microglial.

Nossos achados demonstram que os animais submetidos ao acetato de chumbo no
inicio do desenvolvimento (E3) ndo apresentam ateracdo no padrdo de proliferacdo das
células microgliais.

Andjelkovic et al. (1998) realizaram um estudo com embribes humanos abortados,
onde era evidenciado através da marcacdo com lectina do tomate, as regifes de acimulo das
células microgliais entre 4.5 e 13.5 semanas de desenvolvimento. Os autores constataram que
células lectina + foram observadas no inicio do desenvolvimento, em 4.5 semanas, sendo que
estavam localizadas nas leptomeninges ao redor do tubo neural, e raras no parénquima do

SNC. Com 5.5 semanas as células lectina + encontravam-se mais distribuidas no paréngquima
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Nervoso, e nNas semanas seguintes por todo cortex, sendo que passaram a adquirir a morfologia
microglial tipica.

Nossos resultados evidenciam que as regides de acimulo das células microgliais
parecem depender da idade analisada. Em embrides humanos pode-se constatar que com o
passar do tempo os locais onde as células foram encontradas se alterou, bem como em
embrides de Gallus domesticus onde pudemos constatar que, conforme a idade de andlise, as
células apresentavam-se acumuladas em regides distintas. Em animais tratados em E3 estas
células foram encontradas predominantemente na regido cortical do telencéfalo e no embrides
E5 distribuidas por todo cortex e no plexo coroide.

A proliferagdo de células microgliais € estimulada por citocinas e fatores de
crescimento produzidos pela prépria microglia e por outros tipos de células do tecido nervoso
(Streit et al., 1999). A interleucina-3 (IL-3) € uma citocina produzida na microglia estimulada,
sendo um fator mitogénico das células microgliais (Ganter et a., 1992). Giulian et a. (1994)
observaram que os fatores estimulantes de colénias, GM-CSF, sdo produzidos em locais de
injuria no cérebro, sendo um dos mais potentes agentes mitogénicos para a microglia.

Nossos achados sugerem que em E3 estes fatores que regulam a proliferacdo de células
microgliais durante o0 desenvolvimento sejam pouco produzidos, ou a célula microglial ainda
ndo tenha desenvolvido receptores para eles. Nos animais tratados mais tardiamente (E5), ja é
possivel observar um aumento significativo no nimero de células microglias, indicando que
estas células parecem estar mais aptas a sofrerem alteragdes no padréo proliferativo neste

momento do desenvolvimento.



As células microgliais tem sido distinguidas no cérebro normal por apresentarem duas
formas: a microglia ramificada encontrada no cérebro maduro ou gque sofre injuria e a células
ameb0ide presente perinatalmente (Graeber & Streit, 1990).

Uma das caracteristicas mais marcantes das células microgliais é sua ativacdo rapida
em resposta a mudancgas patolégicas no SNC. A ativacdo € um fator chave de defesa do
parénquima neural contra doencas degenerativas, inflamagBes, injaria toxica e
neurodegeneracdo. A microglia ativada pode fagocitar microorganismos invasores, remover
debris potencialmente deletérios, promover o reparo tecidual por secretar fatores de
crescimento e por consequéncia facilitar o retorno da homeostase tecidual (Kreutzberg, 1996).

No nosso trabalho um dos objetivos foi analisar células microgliais em diferenciacdo
durante o desenvolvimento embrionario, onde o corpo celular da célula microglial redonda e
amebdide apresentara um diametro sempre maior nos dois eixos do que a células microglial
reativa ou ramificada, tendo em vista seu préprio formato.

Nossos experimentos demonstraram gue quando comparamos animais E3 normais com
0s dos grupos tratados, e com os controles de E5, as células microgliais apresentaram
diferencas significativas no tamanho, indicando que o processo de ateracdo morfoldgica da
célula deva ser influenciado tanto pela dose do acetato de chumbo a que foi submetido, quanto
a0 momento do desenvolvimento em que o animal teve contato com o agente toxico.

Por outro lado, neste estudo foi possivel evidenciar que as células microgliais ndo
apresentaram diferengas significativas no tamanho, em animais E5 controle e tratados em
ambas as doses. Este achado nos sugere que neste momento do desenvolvimento
provavelmente estas células ndo estejam susceptivels a alteracdes morfol 0gicas induzidas pelo

acetato de chumbo, j& que foram submetidas a duas diferentes concentractes do metal.
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Resultados de experimentos realizados in vivo e in vitro (Kaur & Ling, 1991) tém
demonstrado que a microglia ramificada do adulto possa ser derivada da transformacéo da
microglia amebdide.

As células microgliais amebdides podem servir como um importante sistema de defesa
do cérebro em desenvolvimento antes da maturagdo da barreira sangue - cérebro, sendo
evidente que elas podem sofrer influéncia direta e constante de substancias presentes na
circulacdo, incluindo horménios como cortisona e melatonina (Kaur & Ling, 1999) e citocinas
como interferon-g einterleucina-3 (Htain et al., 1998).

Experimentos utilizando injegdo de cortisona e dexametasona tém demonstrado nédo
somente a reducdo da populacéo de células microgliais ameboides mas também a maturacao
precoce das células para ramificadas (Kaur et al., 1994). Este experimento demonstra que as
alteracbes morfolégicas sofridas pelas células sdo controladas por fatores produzidos e
liberados no tecido neural (Ling et al., 2001) .

Nossos resultados demonstram que as células microgliais sofreram proliferacéo e
alteracdo morfoldgica de redonda para amebdide. I1sto nos indica que mesmo o SNC sofrendo
injUria toxica, estas células ndo foram capazes de passar por alteracdo morfoldgica parareativa
e ramificada. Provavelmente neste momento do desenvolvimento ela ndo seja capaz de sofrer
esta ateracdo, tendo em vista a variagdo de seus antigenos de superficie e expressdo de
receptores.

Por outro lado, Hao et al. (2000) induziram defeitos no tubo neural com uma injecéo
de ciclofosfamide em ratas prenhas observando um aumento significativo no nimero de
microglias amebdides contendo elementos degenerados do cérebro fetal. Este experimento nos

sugere que as células microgliais ndo sofrem alteracéo morfoldgica para ramificada e reativa
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todas as vezes que sofrem injUria, pois provavelmente o tipo de injuria tenha um papel central
nesta alteracéo.

Nossos resultados sugerem que, no momento do desenvolvimento (E3 e ES) em que os
embrides de Gallus domesticus foram submetidos ao acetato de chumbo, ou o tecido cerebral
ainda ndo apresentava os fatores necessérios a ateracdo morfoldgica, ou a célula microglia
ainda ndo era capaz de reconhecé-los.

Novas perspectivas de trabalho podem ser visumbradas com o conhecimento dos
efeitos do acetato de chumbo em dois diferentes momentos do desenvolvimento, asssm como
os locais de maior acUmulo do SNC de Gallus domesticus. A redizacdo de estudos que
possam mapear outras regides do SNC apls exposicdo a0 metal, seriam muito importantes
para o aprofundamento do conhecimento destes efeitos. Trabalhos gque investiguem os efeitos
do acetato de chumbo para os embrifes de Gallus domesticus em diferentes doses também

seriam de fundamental importancia.



6 - CONCLUSOES

Embrides de Gallus domesticus tratados com acetato de chumbo no 3 e 5 dias de

incubagdo apresentaram comprometimento no seu padréo de desenvolvimento.

O tratamento com diferentes doses de acetato de chumbo, influenciou alteractes

morfol 6gicas e microgliais em embrides de Gallus domesticus.

A andlise morfolégica evidenciou que o acetato de chumbo foi capaz de aterar o
desenvolvimento normal de um ndmero expressivo de embrides de Gallus domesticus, onde

foi observado desde atraso do desenvolvimento até malformacoes graves.

Utilizando técnicas histoquimicas para marcacdo do acetato de chumbo, pode-se
observar que este metal se depositou principalmente na regido mais externa do telencéfalo,

entre 0s hemisférios e nos vasos sanguineos.

Com a utilizacgo da técnica histoquimica com lectina do tomate, pode-se evidenciar
que as células microgliais apresentaram modificagbes nos padrées morfométricos e
estereoldgicos, possivelmente decorrentes do tratamento com acetato de chumbo. Estas
modificacOes parecem estar relacionadas "a dose utilizada e também com a vulnerabilidade do

sistema nervoso no inicio do desenvolvimento.



A redlizac8o de estudos que possam mapear outras areas do SNC expostas a0  acetato
de chumbo sdo importantes para a caracterizacéo das regites de maior deposicdo do metal.
Ouitros trabalhos que investiguem os efeitos do acetato de chumbo no desenvolvimento de
embrides de Gallus domesticus, em diferentes idades e doses também parece ser de

fundamental importancia.

A utilizacdo de outras técnicas imunohistoquimicas e bioquimicas para averiguar as
modificacfes das células gliais, bem como os efeitos do acetato de chumbo no sistema

nervoso destes embrifes complementariam os resultados obtidos neste estudo.
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