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RESUMO

O presente estudo caracterizou os efeitos do acetato de chumbo no desenvolvimento
de embrides de Gallus domesticus, analisando a nivel tecidual sua acdo na medula. Os
animais tratados (n=81) foram divididos em quatro grupos experimentais, conforme a dose de
acetato de chumbo (150pg ou 450ug), e de acordo com o dia em que foram tratados (E3 ou
E5) e analisados (E9 ou E11). Os grupos controle (n=24) receberam apenas solucao salina nas
mesmas condi¢des dos tratados. A andlise morfoldgica consistiu na caracterizacéo do padréo
normal e alterado do desenvolvimento. Para andlise histolégica, as medulas dos embrides
foram fixadas e submetidas aos procedimentos para microscopia Optica, verificando
posteriormente a concentragao do metal no tecido neural, bem como a concentragcdo de células
em degeneracdo pela acdo do metal e a representatividade das células da glia radial. Foi
realizada a andlise estereol 0gica das células em apoptose, analisando as diferencas estatisticas
da representatividade destas células entre os grupos. A caracterizacdo das células em apoptose
e da glia radial foram realizadas através de técnicas Immunohistoquimicas utilizando o Kit
para morte celular (TdT FragGel) e o anticorpo anti-vimentina, respectivamente. Para avaliar
a impregnacdo do acetato de chumbo na medula, utilizou-se a técnica histoquimica da
Autometalogradia de TIMM. Os embrides submetidos ao acetato de chumbo apresentaram
desde o desenvolvimento normal até malformacdes e alteragbes hemorragicas em areas
encefdlicas e naregido lombar da medula espinhal.Quanto a deposicdo do acetato de chumbo,
verificou-se a impregnagdo do meta de uma forma difusa, tendo uma marcagcdo mais
acentuada nas leptomeninges, ao redor do canal medular e regides da parte ventral da medula,
tanto na camada marginal quanto na camada do manto. A marcacdo mais intensa foi
verificada na maior dose (450 pg). As células apoptéticas foram observadas principa mente
ao redor do canal central e naregido anterior da medula espinhal, registrado tanto nos grupos
controle quanto nos grupos tratados. Diferencas estatisticas foram encontradas no grupo E9
450ug quando comparados aos demais grupos, indicando a acdo deletéria do acetato de
chumbo quando administrados em idades iniciais e em grandes doses. Nas medulas
submetidas a técnica da vimentina, obtivemos marcagdo positiva apenas nos grupos tratados

na dose de 150ug, ndo obtendo nos demais. Em conclusdo verificamos, que o acetato de
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chumbo é um agente causador de alteragdes morfol 6gicas no embrido de Gallus domesticus e
conseguentemente de alteracOes histologicas relativas a sua impregnacdo, tanto a nivel

tecidual quanto anivel celular.
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ABSTRACT

This study characterized the effects of lead acetate in the development of embryos of
Gallus domesticus, analyzing its action on the tissues of the medulla. Embryos exposed to
lead acetate (n=81) were divided into four experimental groups, according to the dose (150ug
ou 450ug), day of treatment (E3 or E5) and analized (E9 and E11). The control group (n=24)
was exposed to a saline and maintained under the same conditions as the experimental groups.
Morphological analysis consisted of the characterization of the normal and altered patterns of
development. The medullas were fixed and submitted to procedures of optical microscopy.
Aspects such as the concentration of lead in the neural tissue, the amount of degenerating
cells due to the action of the metal, and the abundance of the cells of radia glia were
investigated. The stereology of the apoptotic cells was analysed, and the amount of these cells
per group was compared statistically. The identification of apoptotic cells and the radial glia
was performed imunnohistochemically, with a cell death detection kid (TdT FraGel -
Oncogene) and an anti-vimentin antibody, respectively. The lead acetate impregnation was
evaluated with TIMMs Autometallography histochemical technique. Embryos treated with
lead acetate presented different responses to the substance, ranging from a normal state to
malformations and hemorrhagic alterations in the encephalic areas and the lumbar region of
the spinal medulla. As for the lead acetate deposition, impregnation of the metal was diffuse,
with stronger labeling in the leptomeninges surrounding the medullar channel and regions of
the ventral part of the medulla, both in the marginal layers and the mantle. The strongest
labeling was observed in the group that received the largest dose (450mg). Apoptotic cells
were located mainly around the central channel and the anterior region of the spina medulla
of the control and experimental groups. Statistical differences were observed in the E9-450ug
groups, when compared to the other groups, suggesting that the deleterious action of the lead
acetate is stronger when larger doses administrated in earlier stages of embryonic
development. In the medullas submitted to the vimentin technique, positive labeling was

obtained only in the groups treated with a 150ug dose. In conclusion, we verified that the lead
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acetate is an agent that causes morphological alteration in the embryo of Gallus domesticus

thus resulting in histologic alterations related to its impregnation, both on tissue and cells.
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1. INTRODUCAO

1.1 Generalidades

O desenvolvimento embrionario na maioria dos vertebrados é bastante semelhante nas
fasesiniciais do desenvolvimento, a partir do qual 0s processos tornam-se espéci e-especificos,
definindo padrbes caracteristicos de cada espécie (GILBERT, 2001).

Nas aves a formagao de estruturas embrionarias primitivas precede a postura do ovo
sendo que o processo de desenvolvimento sO terd continuidade, em ambiente natural ou
experimental, se existirem condicfes favoraveis a expressdo génica e fenotipica do programa
de morfogénese e organogénese estabel ecidos para a espécie (WOLPERT, 1998).

No ovo da galinha doméstica 0 processo de gastrulacdo inicia antes da postura
sendo possivel reconhecer neste momento o blastoderma, estrutura embrionéria constituida
por duas camadas celulares, e epiblasto e o hipoblasto ( GILBERT, 2001).

Para que apds a postura o desenvolvimento embrionario possa ter continuidade é
necessario, incubar os ovos das aves e, em Gallus domesticus, o periodo de incubacdo dos
ovos na temperatura de 38°C é de 21 dias (GARCIA et al, 2001).

Durante as primeiras horas de incubacdo, da-se continuidade a gastrulacéo e deste
processo resultard uma intensa migracdo de células mesodérmicas, que passaréo a ocupar o
espaco existente entre as demais camadas. Esta migracéo ocorre através da linha primitiva,
sendo a estrutura mais evidente e caracteristica da gastrulacéo de aves, répteis e mamiferos

(BALINSKI, 1981).

PDF created with FinePrint pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

Através de processos indutivos (CATALA, 2003), a notocorda e a mesoderme
adjacente induzem a porc¢do dorsal do ectoderma a diferenciar-se em ectoderma neural, onde
as células tornam-se distintas das demais, principalmente por adotarem aforma cilindrica com
0 nucleo posicionado proximo aregido basal da célula, constituindo a placa neural. As células
que originardo a epiderme apresentam forma pavimentosa, ndo possuindo funcéo neural ou
propriedades migratérias (HEMMATI-BRINVALOU & MELTON, 1997).

Em embrifes de Gallus domesticus, a formagdo da placa neural inicia com 16-18h de
incubacdo e em 24h, as pregas neurais da regido cefdlica comecam a se aproximar, induzindo
afusdo de suas extremidades. A organizacéo do tubo neural ndo ocorre simultaneamente ao
longo de todo eixo corporal, sendo que em embrides de 27 horas, a regido cefalica do tubo
neural apresenta-se alargada quando comparada com regifes mais caudais, estando 0 processo
de neurulacdo mais adiantado na regido anterior. O tubo neural € composto por uma Unica
camada de células neuroepiteliais em fases assincrénicas do ciclo mitético (HAMBURGER
& HAMILTON, 1951; AREY, 1974).

As células do neuroepitélio através de proliferacdo e migracdo celular formam uma
segunda camada, a Zona Intermediéria ou do Manto, local de diferenciacéo de células neurais
e gliais. A terceira camada a se organizar € a Zona Marginal, formada principamente por
prolongamentos celulares (JACOBSON, 1991; GILBERT, 2000).

Em decorréncia do alongamento do corpo do embrido ocorrem flexuras neurais e o
movimento de rotacdo em torno do préprio eixo, sendo estes eventos importantes para a
diferenciaco do sistema nervoso (GOODRUM & JACOBSON, 1981). Os eventos
morfogenéticos se devem em grande parte a intensa atividade proliferativa das células
precursoras dos neurdnios e daglia (LENT, 2002).

Na regido anterior do tubo neural dos embrides de aves, sdo claramente visiveis a

partir de 33 a 38 horas de incubacdo (10 HH), as trés vesiculas cerebrais primarias, o

PDF created with FinePrint pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

Prosencéfalo, o0 Mesencéfalo e o Rombencéfao ( HAMBURGER & HAMILTON, 1951;
PATTEN, 1951; WISCHNITZER, 1980).

Com 38h de incubagdo as trés vesiculas cerebrais primérias dividem-se formando
cinco vesiculas as quaisirdo se diferenciar nas regides caracteristicas no cérebro adulto, sendo
que, o prosencéfalo subdivide-se formando telencéfalo e diencéfalo, o mesencéfalo ndo se
divide, e o rombencéfalo divide-se paraformar o metencéfalo e mielencéfao (HAMBURGER
& HAMILTON, 1951).

No terceiro dia de desenvolvimento (estadio 20 HH), observam-se 37 ou mais pares de
somitos posicionados ao longo da regido dorsal do corpo, a cabeca apresenta-se grande em
relacdo ao tronco e vesicula dptica com pigmentacdo ténue. Os membros posteriores sao
relativamente maiores que os anteriores (HAMBURGER & HAMILTON, 1951; PATTEN,
1951)

No quarto dia de desenvolvimento (estadio 23 HH), o embrido apresenta somitos
atingindo a extremidade da cauda, vesicula Optica com pigmentacdo evidente, membros
anteriores e posteriores do mesmo tamanho. No quinto dia as cinco vesiculas encefdlicas
apresentam-se bem discerniveis ( HAMBURGER & HAMILTON, 1951; PATTEN, 1951).

As células neuroepiteliais que estdo presentes na camada proliferativa sdo
consideradas mulitipotentes, gerando 0s neuroblastos (precursores de neurdnios) e glioblastos
(precursores das células daglia) (JACOBSON, 1991; GARCIA & FERNANDEZ, 2001).

Em decorréncia do processo de neurogénese, na regido anterior do tubo neural, os
neurdnios se organizam em seis camadas, e nestas ha interacdo com axdnios em crescimento
para formar o circuito neuronal cerebral. Estudos de genética molecular indicam que a
migracdo celular no SNC esta relacionada ao estabel ecimento da identidade celular, migracéo

ordenada e agrupamento em camadas neuronais (HATTEN, 1999).
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A regido posterior do tubo neural ndo se dilata e dard origem a medula espinhal,
estrutura que em embrides bem como em adultos, mantém o padr&o basico de trés camadas, e
€ considerada uma regido conservativa do sistema nervoso dos vertebrados (TANABE &
JESSEL, 1996; GILBERT, 2000).

Para que o processo de neurogénese ocorra € fundamental a participacdo das células da
gliaradial, sendo que estas proliferam intensamente antes da migracéo neuronal. Com o inicio
da migracdo, elas tornam-se mitoticamente inativas, garantindo a estrutura necesséria para o
deslocamento dos neuroblastos (GOTZ et al., 2002).

A proliferacdo dos neuroblastos é superior as necessidades definitivas do sistema,
sendo que os neurdnios estabel ecem sinapses com outros neurénios, havendo uma competicao
pel os alvos, onde uma pequena parte destas células torna-se funcional e as outras células seréo
eliminadas por morte celular (CATALA, 2003).

Apdbs os axdnios terem atingido seu alvo e ter iniciado estabel ecimento das sinapses,
ocorre um progressivo declinio do nimero de axdnios pré-sindpticos e de neurbnios. A morte
celular reflete a competicao por fatores troficos, substancias essenciais ao desenvolvimento
gue sdo fornecidos em quantidades limitadas pela célula-alvo (BEAR et al., 2002).

O sistema nervoso em desenvolvimento pode ser alvo de muitos agentes toxicos,
sendo que a permeabilidade vascular esta relacionada a toxicidade neonatal, produzindo
danos estruturais em diferentes regifes e estagios distintos do desenvolvimento (COLE &
LEE, 1997).

Diversas substancias quando administradas no decorrer da embriogénese alteram o
padrdo normal de desenvolvimento, desencadeando malformacOes caracteristicas, como a
insulina, que em embribes de Gallus domesticus, causa nhanismo ou atraso no

desenvolvimento (DIAS & MULLER, 1999).
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Heaton e Bradley (1995) observaram que a exposi¢éo cronica ao etanol no periodo
pré-natal de embrides de galinhas reduziu a atividade neurotréfica havendo perda dos
motoneurdnios particularmente entre 0s estagios E9-E11 e apds o periodo de morte celular em
E12, havendo uma reducdo acentuada no nuimero de motoneurbnios presentes na coluna
lateral motora, consequientemente diminuindo a motilidade embrionaria.

Antonio e colaboradores (1999), estudaram a acéo do cadmio (Cd) e do chumbo (Pb)
no cérebro de ratos, durante o periodo gestacional e lactacional. Os autores verificaram que
os niveis de Pb e Cd era menor quando administrados em conjunto, do qué administrados
independentemente. Uma possivel explicacdo para esta acdo € a competicdo dos locais de
absorcéo, devido a expressiva afinidade dos metais aos canais de célcio. Nos grupos tratados

também foi observada umadiminuicdo dos niveis de dopamina no metencéfalo.

1.2 Morte Celular

Durante as duas Ultimas décadas, 0 mecanismo da morte celular programada (MCP)
tem sido extensivamente reconhecida como uma caracteristica do desenvolvimento normal.
Estudos pioneiros de Hamburger & Levi-Montalcini citados por Oppenheim (1991), em
embribes de galinha foram fundamentais para demonstrar que a eliminacdo de células
neuronais por morte celular programada é essencial parao funcionamento adequado do SNC.

A apoptose € descrita como um mecanismo de morte celular programada sendo um
processo regulado por um conjunto de genes 0s quais sdo ativados pela presenca ou auséncia
de sinais especificos, que podem ser influenciados consideravel mente por estimul os externos.
Apresenta caracteristicas préprias, podendo ser geneticamente regulada e evidenciada por

caracteristicas morfoldgicas, que consistem na reducdo ou compactagdo e condensacéo
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nuclear, e eventos bioguimicas que resultam na fragmentacdo de DNA (LOWRIE &
LAWSON, 2000).

A apoptose ndo ocorre a0 acaso em todos os tecidos, sugere-se que ocorra
preferencialmente em células envelhecidas, danificadas ou excessivas, sendo uma possivel
protecdo contra doencas (BURSCH et al., 1992).

Na medula espinhal lombar de aves, os motoneurdnios comecam a ser eliminados no
sexto dia embrionario, seu nUmero comeca a tornar-se estabilizados em E12, correspondendo
a55% das célulasiniciais, ndo havendo posteriormente alteragdes significativas no nimero de
neurdnios (CALDERO et al.,1998). Na regido cervica had uma expressiva morte celular em
E4, antes do periodo de contato com os alvos, seguindo por uma segunda MCP, levando a
uma perdatotal de 85% (YAGINUMA et al., 1996).

As proteinas dao suporte a sobrevivéncia neuronal pela interacdo com receptores da
superficie da célula, sendo que a mais conhecida € a neurotrofina denominada Fator de
Crescimento dos Nervos (NGF), que esta presente tanto no sistema nervoso central quanto
periférico. As quantidades excessivas de neurénios que sdo produzidos competem pela
limitada quantidade de NGF, e esta competicéo produz uma reducéo no nimero de neurdnios
(GERHART & KIRSCHNER, 1997; WOLPERT, 1998).

Evidéncias morfol 6gicas indicam que tipos de morte celular como apoptose e necrose
podem coexistir em tecidos lesados. A dose e o tipo dalesdo determinam a extensdo em que a
apoptose e a necrose ocorrem, em baixas doses pode haver o predominio de apoptose e em
altas doses o0 de necrose; em figados de ratos expostos a doses subnecrogénicas (10 mg/Kg) de
dietilnitrosamina (DEN) foram observadas alteracdes apoptoticas enquanto que as necroticas
foram registradas em maiores doses (100 mg/Kg) (DAOUST & MORAES, 1986).

Durante o processo de apoptose, acredita-se que a mitocondria tenha uma participacéo

ativa, liberando o citocromo ¢ dentro do citosol (DESAGER & MARTINOU, 2000). A
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liberagdo mitocondrial de citocromo ¢ € o maior alvo para as proteinas antiapoptoticas tais
como, Bcl-2 e BCL-xI que podem bloquear a liberagdo de citocromo ¢ da mitocondria e, por
conseguinte a ativacéo da caspase 3 (KLUCK et al., 1997).

Muitas técnicas tem sido usadas para marcar a morte celular, dentre elas
principalmente as baseadas na integridade nuclear de DNA. No decorrer do processo de morte
celular, as endonucleases ativadas por Ca**/ Mg** digerem o DNA. A degradagio do DNA
gendmico indicaum estégio irreversivel de morte celular (TOMINAGA et al., 1993).

Louw e colaboradores (2002) investigaram a apoptose na camada marginal da porcao
cervica da medula espinhal de ratos, durante o segundo, quinto e oitavo dia pos-natal. As
células apoptdticas foram marcadas usando TUNEL e caspase-3, e mostraram-se distribuidas
difusamente na substancia branca da medula. Em P2 havia um ndmero reduzido de células
apoptaticas, quando comparadas ao registrado em P8.

A coloracdo de Violeta de Cresila associado a0 método de TUNEL e Hoeschst, foram
utilizados para avaliar células apoptéticas, em lesdes traumaticas na medula espinhal de
pacientes que morreram entre trés horas a dois meses apos a lesdo medular. Verificou-se a
presenca de células apoptaticas principalmente nas bordas das |esdes da substancia cinzenta e
na substancia branca nas regides dos tratos ascendentes (EMERY et al., 1998).

Em ratos, apods a contusdo da medula espinhal, foi observado apoptose na substancia
branca, em locais distantes do foco da leséo, associada a0 processo degenerativo de fibras,
comprometendo os oligodendrocitos, e a perda destas células esta associada com
desmielinizacdo dos axdnios que sobrevivem ao trauma. Nestas situacdes ha uma reativacao
microglial induzida por sinais emitidos pela degeneracdo de axdnios, ou pelo proprio
oligodendrdcito sendo este fagocitado pela microglia (SHUMAN et al., 1997).

Doencas autoimunes estéo relacionadas com a diminuicdo de células apoptoticas,

enquanto que 0 aumento excessivo destas células estdo ligadas principalmente a doencas
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neurodegenerativas e parte da destruicdo tecidual que ocorre apOs oclusdes vasculares no
cérebro e coracéo (KAUFMANN & HENGARTNER, 2001).

O chumbo pode também induzir, de acordo com Sharifi e colaboradores (2002)
apoptose através de uma intoxicagdo aguda. Os autores verificaram a acdo do acetato de
chumbo em ratos Wistar jovens e adultos. A andlise foi realizada no hipocampo, onde foi
demonstrado que os ratos jovens, tanto tratados quanto controles tinham mais células
apoptoticas do que adultos. Através da técnica de Western blotting, verificou-se a expressao
da proteina Bax e Bcl-2, onde houve alteracdo de Bax, tendo quantidades significativamente
maiores em relacéo ao controle, ndo havendo alteracéo da Bcl-2. Nos jovens tratados, houve
uma expressdo aumentada da proteina Bax em relacdo aos adultos, o que indica que o
chumbo é um metal neurotéxico que induz a apoptose em hipocampo de rato in vivo de

maneiraidade dependente.

1.3 Toxicidade do Acetato de Chumbo

A contaminacdo por chumbo tem sua origem principamente nas emissdes
atmosféricas, tendo o ar como o principa meio de transporte e distribuicdo deste metal, e
grandes quantidades de chumbo tendem a localizar-se na vizinhanca de fontes geradoras
como industrias de baterias (ARAUJO et al., 1999), sendo importante a andlise da camada
superficial do solo, paraavaliar o impacto causado pela contaminacdo do chumbo (ABREU et
al.,1998; LEWIN et al., 1999).

O chumbo e o seu sulfato sdo pouco absorvidos e praticamente indcuos, no entanto os
sais soltveis de chumbo como o cloreto, o nitrato e o acetato de chumbo, sdo considerados

venenos muito ativos (COLE & LEE, 1997).
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Enquanto que a indagdo é a principal forma de absor¢do em individuos adultos
expostos por meios ocupacionais, a principal forma de absor¢cdo em criancas é por via
gastrointestinal. Os adultos absorvem em media 10-15% de chumbo na alimentacdo e as
criancas 40-50%. Nas gestantes, 0 chumbo pode atravessar a barreira placentéria durante a
gestacado, tendo um efeito cumulativo sobre o feto até o nascimento (HENRETIG et al.,1998).

Quando comparados aos adultos, as criancas apresentam grande suscetibilidade aos
agentes tdxicos como o chumbo, devido em muitos aspectos ao seu metabolismo, que incluem
uma maior absorcdo intestinal, metabolismo 6sseo aumentado, e o rapido desenvolvimento do
sistema nervoso. Em criancas desnutridas, com deficiéncia de ferro e baixa dieta de célcio, a
absorcdo do chumbo € aproximadamente cinco vezes maior do qué em adultos
(MAFAFFEY, 1990)

Chahoud e colaboradores (1999) estudaram a correlacdo entre toxicidade materna e a
toxicidade materno/fetal em ratas Wistar e verificaram que a porcentagem de fetos com
anomalias foi significativamente maior nos grupos tratados quanto comparados ao controle.
No entanto os autores consideram gque ndo se pode ainda afirmar que exista uma relacéo direta
entre a toxicidade materno/fetal, pois ha necessidade de realizar estudos complementares
comprovando estes resultados.

Kishi e colaboradores (1982) verificaram que a quantidade de chumbo presente em
ratos jovens foi maior do que em adultos. Nos jovens as concentragdes de chumbo no cortex,
cerebelo e medula oblonga foram mais intensas, sendo que uma possivel explicacdo para as
elevadas concentracdes de chumbo no cortex e cerebelo em ratos jovens, pode ser o fato de a
barreira hematoencefalica estar pouco desenvolvida.

Em seres humanos o primeiro trimestre da gestacdo € considerado um periodo de
grande vulnerabilidade a agentes toxicos, ocasionando principalmente malformagdes graves.

Malformagdes consideradas menores ou anomalias podem ser resultantes de uma exposicao
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em periodos mais tardios. Seriam necessérias avaliagOes precoces do sangue materno e do
corddo umbilical, a fim de correlacionar os niveis do chumbo no sangue com indices de
mortalidades e maformacbes (ERNHARDT, 1992).

A exposicdo ao chumbo durante periodos iniciais do desenvolvimento pode causar
deficiéncias neuroldgicas, as quais podem comprometer a sobrevivéncia e alterar a expressao
de moléculas de adesdo celular (CAMSs), responsaveis pela formacdo e manutencdo da
estrutura neural e funcdo singptica (DEY et al., 2000). Estes autores examinaram possiveis
alteractes na adesdo de moléculas NCAM, L1 e N-caderinas no cérebro de gaivotas apos a
exposicdo ao acetato de chumbo. Verificou-se alteracdo na expressdo das moléculas de
acordo com a idade, sendo que a N-caderina foi substancialmente modificada, havendo 44%
de reducdo no 34° dia e 61% no 44° dia. Concomitantemente houve um aumento na
expressdo da NCAM no 34° dia pds natal, e os niveis de L1 foram baixos neste dia,
mantendo-se 0s mesmos niveis nos outros dias analisados. Alteragcbes em mol éculas como
NCAM e N-caderinas coincidem temporalmente com anormalidades relacionadas ao
comportamento de aprendizado nestas aves sugerindo uma relagdo causal ou ndo entre estes
dois fendmenos.

Needleman e colaboradores (1990) estudaram 132 adultos jovens expostos a baixa
dose de chumbo durante a infancia. Os jovens que apresentaram maiores nivels de chumbo
na dentina (acima de 20 ppm) tiveram um maior risco de reprovacdo e dificuldades de leitura.
Os atos niveis de chumbo na infancia também foram associados a um menor tempo de
estudo, vocabulario restrito, reduzida capacidade de coordenacdo motora e maior tempo de
reacd0 a estimulos. Estes autores concluiram que exposicdo ao chumbo na infancia é
associada com deficiéncias no funcionamento do sistema nervoso central que persistem na

vida adulta.
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Outras evidéncias a cerca da intoxicacdo cronica pelo acetato de chumbo, foram
estudadas por Mello e colaboradores (1998) onde se observaram ateracdes significativas no
desenvolvimento de ratos, acelerando a abertura dos olhos e adiantando o inicio dos reflexos.

Rehman (1984); Henretig e colaboradores (1998) pesquisaram a acdo do acetato de
chumbo na &gua ingerida pelos ratos, durante dez dias, e mostraram que houve um aumento
significativo nas concentracdes do metal em todas regifes cerebrais, sendo os locais mais
atingidos, em ordem decrescente, a medula espinhal, cerebelo, cortex cerebral e tronco
encefdlico. A captacdo do metal no cérebro fetal é relativamente maior que a exposicéo pos-
natal, sendo as concentrages do chumbo maiores no hipocampo, cerebelo, cortex cerebral e
medula.

O efeito da exposicéo simulténea e precoce a baixos niveis de chumbo e outros metais
como o cadmio, mostraram que estes aumentam o0 comportamento de ansiedade dos ratos
adultos analisados no labirinto em cruz elevado, em conjuncdo com aumento nos niveis de
dopamina e serotonina (LERET et al., 2003).

Schneider e colaboradores (2001) pesquisaram como os fatores ambientais poderiam
influenciar o desenvolvimento de ratos apos o contato com o chumbo. Os resultados mostram
gue o crescimento em um meio enriquecido (com bringuedos infantis), pode atenuar os efeitos
do chumbo, guando avaliados o quesito aprendizado e meméria. Houve um aumento na
sintese de BNDF (fator neurotrofico derivado do cérebro), NGF (fator de crescimento de
nervos), FGF (fator de crescimento basico de fibroblasto) e NT-3 (neurotrofina 3), quando
examinados a regido dorsal do hipocampo. O BNDF esta relacionado com a sobrevivéncia
neuronal, brotamento axona e sinaptogénese, juntamente com os demais possui uma
importante funcdo mediando a plasticidade neuronal relacionada ao aprendizado, memaria e

cogni ¢ao.
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O chumbo em combinag&o com o cadmio foi administrado em hamsters no oitavo dia
de gestacéo, sendo verificadas malformaces como exencefalia, agenesia ou disgenesia dos
Orgaos, artérias umbilicais e genitalia externa (HILBELINK & KAPLAN , 1986). Em aves 0
chumbo administrado no sétimo dia de incubacéo, causou malformacdes de face, hidrocefalia,
alteracdes nos membros e reducéo da eclosdo (ANWER et al., 1988).

Estudos tém demonstrado que, uma Unica exposicdo ao chumbo durante o periodo
embrionario de aves, resulta em significativas alteragbes no sistema imune. Foram
administrados na cBmara de ar de ovos de galinha doses subletais de chumbo ( 200ngy/ ovo)
em quatro estagios de desenvolvimento (E5, E7, E9 e E12). A imunotoxicidade foi avaliada
entre a quinta e sexta semana do periodo pos-natal, e os resultados indicam que a producéo de
interferon-j (INF-j) foi significativamente suprimida (medido apenas em E7 e E9) e a
producdo de 6xido nitritico por macréfagos foi significativamente diminuida em E5, E7 e E9.
Verificou-se que a introducédo de chumbo nas idades mais tardias causou diminuicdo nas
células T, enquanto que os embribes expostos em periodos iniciais evidenciaram
principalmente alteracdes macrofagicas (LEE et al., 2001)

A administracdo diaria do acetato de chumbo em galinhas levou a uma intoxicagéo
crénica e durante o periodo em que as galinhas sobreviveram, foram feitos controles da
funcdo motora e da velocidade da conducdo nervosa. Apos vinte e cinco semanas foram
observadas o0s primeiros sinais de intoxicagcdo como: anemia, fragueza motora e diarréia,
sendo as galinhas sacrificadas. Observou-se um conjunto de alteracdes repetidas durante todo
0 processo de toxicidade pelo metal, consistindo em falha na amplitude da resposta motora,
degeneracdo de neurénios motores da medula espinhal, perda de axdnios motores e atrofia
muscular, sendo que padrdes similares sdo registrados em doencas do neurdnio motor em

humanos ( MAZLIAH et al., 1989).
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A neuropatia periférica € um outro efeito bem conhecido da toxicidade severa ao
chumbo. Altos niveis de exposicdo podem resultar em neuropatia motora que se manifesta
com fraqueza e paralisia das extremidades extensoras das maos e pés. Histopatol ogicamente
apresenta-se como desmielinizacdo segmentar axonal e degeneracdo. Niveis sanguineos
abaixo de 0.96 pmol/L de chumbo em criancas tem sido associadas com alteracdo da funcéo
nervosa periférica, mostrando uma conducéo motora nervosa diminuida (SCHWARTZ et al.,
1988).

Concentracbes micromolares de chumbo induzem a morte neurona através de
apoptose em células granulares no cerebelo de rato. Este efeito pode ser impedido pelos
antagonistas de canais Ca’* indicando que a entrada de Pb®* dentro das células, ou
alternativamente o influxo de célcio pode ser importante para este efeito (OBERTO et al.,
1996). O chumbo isolado ou em conjunto com o glutamato induz a fragmentacéo de DNA em
células de neuroblastoma humano, em 48 e 72 horas apos o inicio da exposicdo (NAARALA
et al, 1995).

O chumbo e o glutamato, bem como sua combinacdo, provoca a producéo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e induz estresse oxidativo em células do sistema nervoso. Estes
eventos parecem estar associados com aumento da letalidade neuronal, através de
mecanismos necroticos e apoptoticos. A citotoxicidade, a morte celular por necrose ou
apoptose parecem depender da dose que é administrada (SAVOLAINEN et al., 1998)

O chumbo induz alteragbes na expressdo da proteina acida dos filamentos gliais
(GFAP), proteina presente no astrécito maduro, sendo que no imaturo a proteina
caracteristica é a vimentina. Em ratos tratados com chumbo durante o periodo peri-natal e
pos-natal, havia elevacdo no nivel de GFAP até o vigésimo dia pés-natal (PN 20), alterando o
padrdo normal, quando que o aumento esperado seria entre PN 9 e PN 15. Estes resultados

demonstram que a exposi¢éo ao chumbo pode alterar o periodo da diferenciacdo e maturacéo
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astrocitaria no cérebro, indicando existir um mecanismo protetor contra a neurotoxicidade

(HARRY et al., 1996).

1.4 Caracterizacédo das Células da Glia Radial

O nome glia radial é devido a duas caracteristicas, o longo prolongamento radial e
propriedades de células (astro)gliais. Suas caracteristicas morfologicas foram primeiro
descritas por Camilo Golgi (BENTIVOGLIO & MAZZARELLO,1999) e suas caracteristicas
astrogliais, foram descobertas apenas ao final do século XX, quando métodos imuno-
histoquimicos revelaram a expressdo de GFAP nos prolongamentos radiais de células em
desenvolvimento no cortex cerebral em primatas.

Filamentos intermediarios sGo os maiores constituintes de todos os tecidos in situ nos
organismos e em cultura de células. Eles podem ser reconhecidos pelo seu diametro de 7-11
nm, segundo estudos imunol 6gicos e biogquimicos podem ser subdivididos em cinco grupos: 1
- citoqueratinas, 2 - fibras de desmina, tipicos de certas células musculares, 3 - filamentos
gliais, tipicos de astrocitos, 4 - neurofilamentos caracteristicos de neurénios e 5 - filamentos
de vimentina, tipico de vérias células ndo epiteliais e descritas como células de origem
mesénquimais (OSBORN et al., 1982).

As caracteristicas morfologicas da glia radial sdo definidas por um nicleo na zona
ventricular, pequenos prolongamentos se estendendo para superficie ventricular com largas
porcdes terminais, finos prolongamentos radiais se estendendo para superficie externa e
freqUentes contatos com vasos sanguineos (NOCTOR et al., 2001)

O neurdnio se mantém aderido a célula glial através de muitas proteinas, sendo a mais

importante uma proteina de adesdo chamada de astrotactina. Os mecanismos pelos quais 0s
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movimentos de neurdnios ocorrem apenas em uma direcdo e como estes sdo informados para
atingir agliaradia ainda sdo pouco conhecidos (GILBERT, 2000).

Durante 0 desenvolvimento do sistema nervoso em vertebrados é reconhecido que
ocorrem em neurénios e glia, transicdes na expressao de proteinas do filamento intermediério,
e gue mudancas na maturacdo deste filamento pode ser crucial na funcéo de células do SNC
(COLE & LEE, 1997).

Anticorpos anti-vimentina marcam a proteina constituinte do filamento intermediario
de origem mesenquimal denominada vimentina, sendo esta encontrada em estégios iniciais do
desenvolvimento; estudos na medula espinhal de embrides de Gallus domesticus, indicam que
a expressao da vimentina ocorre em E7, sendo inicialmente observada no quadrante ventral e
em E11 em niveis mais reduzidos, tendo em grande parte desaparecido em E13 ( COLE &
LEE, 1997). Rezaie e colaboradores (1999), demonstraram que em embrides de nove dias, a
gliaradial namedula espinhal é imunorreativa a vimentina.

Estudos em ratos, demonstraram o desaparecimento das células gliais corticais
positivas ao anticorpo monoclonal anti-vimentina, entre os dias oito e vinte pos- natal, e o
aumento do nimero de células gliais GFAP positivas entre o dia do nascimento e apés vinte
dias (PIXLEY & DE VELLIS, 1984). Estes autores confirmaram que a vimentina € o
filamento intermediério predominante usando o anticorpo monoclonal anti-vimentina e
também gue a vimentina desaparece com a perda da glia radial e sua transformagdo em glia
madura.

Os estudos de Kentroti e Verdanakis (1997) confirmam que a glia radial apos a
neurogénese, modifica sua morfologiaradial e Pixley & De Vellis (1984) verificaram a perda
do contato com a superficie apical e se transforma em astrécito, perdendo nas suas células a

expressao de vimentina
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O desenvolvimento da glia em aves e em mamiferos é um processo similar, no que diz
respeito a substituicdo da gliaradial que expressa a vimentina por astrocitos positivos a GFAP
(KALMAN & AJTAI, 2001).

Anormalidades causadas nos processos de migracdo neuronal através da glia radial,
podem originar malformacBes corticais como microcefalia, lisencefalia, macrogiria,
paguigiria e polimicrogiria. Estas desordens na migracéo podem ser hereditarias ou causadas
por danos isguémicos, toxicos ou metabdlicos durante o periodo perinatal, podendo causar a
morte da glia radial ou interrupcéo da rede que ela forma. Nestas condicdes a arquitetura
cortical colunar ou laminar torna-se anormal (CONN, 1995).

Estudos desenvolvidos no laboratério de Reproducdo e Desenvolvimento Animal-
Biologia Embriologia e Genética - Centro de Ciéncias Biolodgicas na Universidade Federal de
Santa Catarina, utilizaram como modelo experimental embrides de Gallus domesticus,
avaliando os efeitos de lesbes mecéanicas no decorrer do desenvolvimento (RIES, 1998) e
(IGNACIO,1998), e o efeito da administracdo de substancias toxicas, como o acetato de
chumbo (CARVALHO, 2002).

Carvalho (2002) abordou a acdo do acetato de chumbo no desenvolvimento do
telencéfalo de embrides de Gallus domesticus, verificando as alteracbes nos padroes
morfométricos e estereoldgicos das células microgliais, e as ateracbes provocadas pelo
acetato de chumbo ao longo do desenvolvimento dos embrides.

Dando continuidade aos estudos citados, torna-se importante caracterizar outras
células presentes no sistema nervoso, como a glia radial, verificando-se a impregnacéo do
metal em locais especificos, como na medula, altera o seu padréo de desenvolvimento radial,
e correlacionar as células apoptoticas envolvidas neste processo neurotoxico com os locais de

maior marcacao de acetato de chumbo.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Andisar a acdo do acetato de chumbo [Pb (CH3CO,),], no desenvolvimento de

embrides de Gallus domesticus, enfatizando sua aggdo na medula espinhal.

2.2 Objetivos Especificos

Verificar alteragbes morfologicas nos embrides de Gallus domesticus, apos
administracdo do metal comparando-0s ao grupo controle.

Caracterizar areas de maior deposicdo do Acetato de Chumbo na medula,
considerando-se as diferentes doses administradas em distintos estagios de
desenvolvimento.

Analisar a representatividade das células em apoptose nas areas de maior
deposicao do acetato de chumbo.

Investigar a reacd@o das células gliais radiais apds a administracdo do acetato de

chumbo.
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3. MATERIAISE METODOS

3.1 Modelo Animal Experimental

Neste trabalho foram utilizados embribes de Gallus domesticus, com o
desenvolvimento até o nono dia (E9) ou décimo primeiro dia de fecundacéo (E11). Os ovos
fecundados foram doados pela Empresa de Frangos Macedo-K oerich S/A-S8o José, sendo 0s
experimentos, realizados no Laboratério de Embriologia, do Departamento de Biologia
Celular, Embriologia e Genética, Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de
Santa Catarina.

De acordo com Berger (1971), a espécie utilizada no presente estudo apresenta a
seguinte classificagdo taxondmica:

- Classe Aves.

Sub classe Neornithes.

Super ordem Neognathae.

Ordem Galliformes.

Familia Phasianidae.

3.2 Caracteristicas do Ovo

O ovo de Gallus domesticus, consta das seguintes partes: casca, membrana da casca,

abumen (clara) e vitedlo (gemad). A gema flutuante na clara apresenta um  disco
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esbranquicado, a cicatricula, situado na superficie posterior.

Os ovos desta espécie sdo relativamente volumosos, devido principalmente a
abundante reserva nutritiva (ovos tipo macrolécito) e ao conjunto de membranas acessorias.
A regido aqual se originara o embrido, limita-se a camada discoide, de aproximadamente 3,0
mm de didmetro, concernente a cicatricula (HOUILON, 1972) (Figural).

No presente trabalho, foram considerados ovos homogéneos, segundo a forma
(ovalada), cor (bege) e tamanho (peso médio: 63Q).

Em nosso laboratorio a casca foi limpa com algoddo para evitar a entrada de germes
infecciosos e propiciar a respiracdo do embrido. A estocagem dos ovos até serem incubados,

ocorreu numa temperaturade 10 a 15° C, num periodo ndo superior a5 dias.

Cicatricula

Meambrano

. CILagITEra

Figura 1 : Desenho esquematico do ovo de Gallus domesticus (Houlion, 1972).
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3.3 Procedimentos com os Ovos e Embrides

3.3.1 Condigdes de Incubacéo

A incubacdo dos ovos foi realizada em uma estufa Petersime, modelo Mibo E-
1(figura: 2), a uma temperatura entre 37,5° C e 38° C, umidade atmosférica mantida através
de dois recipientes com 500 ml de agua, trocada de trés em trés dias. Diariamente a

incubadora foi aberta por trés minutos, para que assim se garantisse a renovagdo do ar

(Magaldi, 1974; Marques, 1986).

Figura 2: Estufa Petersime, modelo Mibo E-1.

3.3.2 Grupos Experimentais
Neste estudo foram manipulados um total de 105 embriGes, sendo que 81 foram
submetidos ao tratamento com acetato de chumbo (Reagen) e destes, 15 embrides ndo

sobreviveram até o final do experimento. Vinte e quatro ovos foram destinados para controle,

dentre estes, 6 ndo foram viaveis no decorrer da pesquisa.
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Os animais submetidos ao acetato de chumbo (n= 81) foram divididos em quatro
grupos experimentais, conforme a dose e o dia que foram tratados e analisados.

Para administrar o metal, fez-se um pequeno orificio (2x2 cm) na por¢do mediana da
casca (indicado pela seta na figura 2), sendo o acetato de chumbo injetado com uma seringa
de insulina com agulha ultra-fina, na vesicula vitelinica no 3° (E3) (Figura 3A) e no 5° (E5)
dia (figura 3B) do desenvolvimento embrionario com analise em E9 e E11 respectivamente.

Foram utilizadas duas doses, de 150ug e 4509 de acetato de chumbo/0,1 ml de salina,
sendo que os dois grupos receberam as duas doses, conforme atabela 1.

Os grupos controle (n= 24) foram submetidos a mesma via de administracdo, no
mesmo periodo de desenvolvimento que os embrides tratados, porém, recebendo apenas

solucéo salinaa 0,9%.

Figura 3: Vista lateral de embri&o no terceiro dia (A) e quinto dia (B) de desenvolvimento
embrionario respectivamente. Observe em A, o embrido no ovo, envolto por suas membranas. A seta
(&) estaindicando o local de injecdo na vesicula vitelinica. Notar em B as cinco vesiculas encefalicas,
indicado pelaseta ().
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TABELA 1: Demonstrativo dos grupos experimentais, relacionando dia de tratamento, dia de
andlise e 0 nimero de medul as submetidas as diferentes metodol ogias:

No de medulas/ técnica utilizada

Tratamento Dia DiaAndlise
Tratamento TdT TIMM VIM

150ug/ 0,1 ml salina (n=18) E3 E9 6 6 6
150ug/ 0,1 ml salina (n=16) E5 E1l 5 5 6
450pg/ 0,1 ml salina (n=16) E3 E9 5 5 6
450 pg/ 0,1 ml salina (n=16) ES Ell 5 5 6
0,1 ml salina- Controle (n=9) E3 E9 3 3 3
0,1 ml salina- Controle (n=9) ES E11 3 3 3

3.3.3 Analise Morfolégica dos Embrides

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. Apos este periodo, com auxilio de tesoura e colher de tamanho adequado, o embri&o
foi separado do saco vitelinico, retirado do ovo e colocado em placa Petri contendo solucéo
salina. Os animais foram analisados e classificados de acordo com as seguintes caracteristicas.

| - Padrdo Normal

Padrdo de desenvolvimento da espécie (tamanho, curvatura e formagdo dos

membros),

Fechamento adequado da regido toracica e abdominal,

Diferenciacéo das estruturas faciais,

Organizacdo das vesiculas cerebrais.

Vascularizacdo subcutanea e extra-embriondria.

Il - Alteragdo do Padrédo Normal
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- Os embrides que apresentavam alteragdes do padrao normal, acima descritos foram
organizados em dois grupos. Alteracbes vasculares (processos hemorragicos) e

malformagoes.

3.3.4 Procedimento Histol6gico

3.3.4.1 Dissecacao e Fixagao

Os embrides foram dissecados com auxilio de tesoura, pingas de pontas retas e bisturi,
tendo suas medulas fixadas conforme a técnica histolégica ou histoquimica a que foram

submetidos;

Técnica de controle histolégico- Coloracdo Hematoxilina e Eosina — fixagdo em

Formol 10% por 24h e conservacao em acool 70% (Becak & Paulet, 1976)

Coloracéo Violeta de Cresila- fixado em Solucéo Carnoy por 28 horas.

Técnica Histoquimica de Timm- fixac&o na Solucdo Carnoy- Sulfeto por 28 horas e

conservacao em dcool absoluto (Danscher, 1981).

Técnica da Imuno-Histoquimica para a Vimentina: fixacdo em formol 10% por 12

horas.

Técnica de Imuno-Histoguimica para Morte Celular: fixacdo paraformaldeido 4%
por 16 horas

3.3.4.2 Desidratacéo, Diafinizagdo e Inclusdo

Desidratacao: realizada em série etandlica crescente (70 até 100%) por 8 minutos em
cada écool, sendo que a permanéncia no acool 100% foi repetido uma vez.

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

trangl Gicida.
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Inclusdo: trés banhos em parafina a 57° C por 1 hora cada, sendo que no UGltimo
ocorreu a inclusdo final. ApOs as pecas serem orientadas para realizacdo de cortes
transversais, os blocos foram mantidos em temperatura ambiente para solidificacdo da
parafina.

3.3.4.3 Confeccéo dos Cortes e Despar afinizacéo

Os cortes com a espessura de 10um foram realizados em microtomo rotativo. As
l&minas foram abuminizadas, sendo colocados 8 cortes por lamina utilizando esquema de
descarte na proporcéo 1:5.

As laminas foram desparafinizadas em dois banhos de xilol por 8 minutos, seguido de
alcool/xilol, hidratacdo em sequéncia decrescente de alcool absoluto até alcool 70% e em

agua destilada por 8 minutos cada.

3.3.5 Técnicas para Estudos Tecidual e Celular

3.3.5.1 Coloragdes Histolégicas

A) Hematoxilina e Eosina

Cortes dos grupos tratados com acetato de chumbo e dos grupos controle foram
corados pela técnica de Hematoxilina e Eosina para control e histol égico conforme segue:

a) Apos desparafinizacdo e hidratacao;

b) Corar com hematoxilina de Harris, durante 90 segundos;

c) Lavar em &guadetorneira por 10 minutos;

d) Lavar rapidamente em agua destilada;

€) Corar com Eosina Aquosa (1%) durante 40 segundos,

f) Lavar em &guadestilada;

g) Desidratar em série etandlica crescente (70% a 100%), durante 8 minutos em cada

alcool;
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h) Diafinizar em xilol/acool por 5 minutos e xilol (2 banhos de 5 minutos cada);

i) Montar as|aminas com laminula e Badsamo do Canada.

B) Coloracdo de Nisdl por Violeta de Cresila

Esta coloracdo foi utilizada para evidenciar a substancia de Nisdl, localizada
predominantemente no nucléolo. As laminas ap6s desparafinizacdo e hidratacdo foram
colocadas trintaminutos no corante violeta de cresila e trés minutos em agua destilada. Apos
a coloracdo as laminas foram desidratadas, diafinizadas e foi realizada montagem com
Balsamo do Canada (ONISHI, 1999).

3.3.5.2 Técnica Histoquimica da Autometalografia de TIMM (Danscher, 1981,
1984)

Esta técnica € utilizada para visualizar a presenca de metais no tecido como o acetato
de chumbo. As laminas apés desparafinizacéo e hidratacdo foram colocadas na solucdo de
desenvolvimento fisico (Danscher et al, 1987), por 25 minutos, descrita abaixo:

a) Goma Arabica (90 ml)

b) Tampéao Citrato de Sodio (0,2 M)

¢) Solucéo de Hidroquinona (0,15 M)

d) Soluczo de Nitrato de Prata (5x10° M)

Apbs a Solucdo de Desenvolvimento Fisico as laminas foram submetidas ao protocolo
aseguir:

a) Aguade torneirapor 30 minutos, sendo feita uma troca apds 15 minutos;

b) Desidratacdo em acool 70% por 30 minutos,

c) Posteriormente as laminas controle e tratadas foram contracoradas com

Hematoxilina de Harris por 60 segundos e lavadas com agua de torneira por 10

minutos;
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d) Desidratacdo em série etandlica crescente sendo dado 2 banhos de 5 minutos em
acool 96%, 2 banhos de 5 minutos em &l cool 99%

e) Diafanizacdo em xilol e montar com laminula e Balsamo do Canada .

3.3.5.3 Técnicas Imuno-Histoquimicas

A) Imuno-Histoquimica para Vimentina

O anticorpo anti-vimentina possui afinidade por células astrocitarias em estéagios
iniciais do desenvolvimento (glia radial). As laminas ap0s desparafinizacdo e hidratacéo
foram submetidas ao protocolo que segue:

Bloqueio da atividade das peroxidases enddgenas. 1 banho de peréxido de
hidrogénio (0,3%) em PBS por 10 minutos; em seguida as |aminas foram lavadas 6 vezes por
5 minutos em tampéo fosfato (PBS) 0,1M , pH de 7,4 + Triton X-100 1%.

Blogueio de Sitios Inespecificos: as laminas foram incubadas com Soro normal de
Cabra (NGS) 10% em PBS- Triton 0,3% por 30 minutos.

Incubacdo com Vimentina: as laminas foram incubadas com anticorpo anti -
vimentina V9 (DAKO) na diluicdo de 1:50 em PBS- triton, por 12 horas "a 4°C. Apés a
incubacdo com o anticorpo, as seccdes foram lavadas 6 vezes por 5 minutos em PBS + Triton
X-100 1%.

Incubacdo com Anticorpo Secundario: as seccdes foram incubadas com anti-
camundongo 1gG biatinilado (DAKO) na diluicdo 1: 50 em PBS- Triton X-100, por 1 horae
trinta minutos, em temperatura ambiente. Em seguida, foram lavadas 6 vezes em PBS-Triton
por 5 minutos cada.

Incubacdo com StreptAvidina: as secgbes foram incubadas com streptavidina

(DAKO) nadiluicdo de 1:20 em PBS-Triton 0,3%, por 1 hora, em temperatura ambiente.
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Revelagdo: as secgles foram tratadas com solucgéo de 3-3'- Diaminobenzidine (DAB-
Sigma Chemical) por tempo suficiente até que os cortes apresentassem a tonalidade marrom
claro; em seguida bloqueou-se a reagdo com agua destilada.

Apoés, as laminas foram contracoradas em Hematoxilina de Harris, desidratadas,
diafanizadas efoi realizada a montagem com Balsamo do Canada.

Controle negativo da especificidade: Visando identificar se areatividade a vimentina
ndo ocorreu devido a ligagbes ndo especificas, foi adotado como controle negativo a
realizacdo do protocolo para histoquimica descrito acima, porém omitindo-se a incubacéo
com avimentina e substituindo-a por PBS.

B) Imuno-Histoquimica para Evidenciar Apoptose — TUNEL Kit (TdT) FragGel

Este Kit marca fragmentos de DNA resultantes da dissolucdo e fragmentacdo do
nucleo, decorrentes do processo de apoptose. Laminas ap0s desparafinizacdo e hidratacéo
foram submetidas ao protocolo que segue:

L aminas ap0s desparafinizacao e hidratacéo foram submetidas ao protocolo que segue:

Permeabilizacdo dos Cortes. Diluir Proteinase K (1:100) em Tris pH 8, incubar em
temperatura ambiente por 20 minutos, em seguida lavar com TBS.

Bloqueio da atividade das peroxidases enddgenas: Diluir H202 30% (1:10) em
metanol, cujo a propor¢do, incubar a temperatura ambiente por 5 minutos, em seguida lavar
com TBS

Reacéo de Equilibrio e Mar cacao: Diluir tampéo de equilibrio 5xTdT , 1:5 com agua
destilada, incubar a temperatura ambiente por 30 minutos. Em seguida preparar a Reacao para
marcar morte celular com: 57.0 ml TdT e 3.0 de TdT enzima, manter as |aminas incubadas
em uma camara umidecida em umatemperaturade 370 C por 1.5h.

Finalizacdo da Reacdo de Marcacgao: Incubar com tampéo de parada por 5 minutos,

em seguida lavar com TBS.
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Deteccéo: Incubar com tampdo de bloqueio, por dez minutos em temperatura
ambiente, apos aincubacdo, diluir Conjugado 50X (1:50) em tamp&o de blogueio sendo entdo
incubado em camara umidecida por 30 minutos em temperatura ambiente, em seguida lavadas
com TBS.

Revelacdo: as seccdes foram tratadas com solucéo de 3-3'- Diaminobenzidine (DAB-
Sigma Chemical) por 8 minutos; em seguida bloqueou-se a reagdo com agua destilada.

Apos, as laminas foram contracoradas em verde de metila por 3 minutos, desidratadas
em etanol 100%, diafanizadas e realizada a montagem com Balsamo do Canada.

3.3.6 AndlisedasL aminas

As laminas foram analisadas a0 microscopio Optico para determinacéo dos locais de
deposicéo do acetato de chumbo, a localizacdo das células apoptéticos e as células gliais
radiais. A partir desta andlise foram realizados esquemas e fotos.

3.3.6.1 Determinacéo dos Locais de Deposicdo do Acetato de Chumbo e da
L ocalizacdo de Células Apoptéticas

O mapeamento destas éreas foi representado em desenho esquemético (figura 4),
sendo que a padronizacdo utilizada para que se realizasse uma andlise qualitativa dos locais
de marcacdo, obedecendo-se 0s seguintes critérios. (+) marcacdo fraca, (++) marcacéo

moderada e (+++) marcacéo intensa.

Figura 4. Modelo esguemético da medula para marcagdo dos locais de deposicéo do acetato de
chumbo e células apoptéticas.
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3.3.6.2 Estereologia dos Cortes Histol0gicos

Foram realizados contagens de células apoptéticas, com auxilio da Graticula de
Weibel (figura5) ( MANDARIM-DE LACERDA, 1999), acoplada ao microscopio optico em
um aumento de 40x. Os cortes foram divididos em direito e esquerdo, para contagem de
células em cinco campos visuais aternados. Em cada campo visual foram contadas 42 células,
perfazendo nos 5 campos um total de 210 células por 1amina, o que corresponde a 100% das
células contadas. Ao final da contagem, obteve-se a porcentagem parcial de células

apoptoticas em cadalamina (FREERE & WEIBEL, 1967).

Figura5: Graticula de Weibel (Mandarim-de-Lacerda, 1999)

3.3.7 Andlise Edtatistica

Os resultados obtidos referentes a quantidade das células apoptoticas 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 uma via (One-

Way ANOVA), p£0,05.
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4. RESULTADOS

Neste estudo foram acompanhados eventos do desenvolvimento de embrides de Gallus
domesticus, até o nono (figura 10) ou décimo primeiro dia de incubagdo, verificando
ateracbes no padréo morfologico decorrentes da administracdo do acetato de chumbo, bem
como, visualizando a impregnacdo do metal no tecido nervoso, células apoptdticas e células

dagliaradial namedula.

4.1 Analise Morfolégica dos embrides submetidos ao Acetato de Chumbo

A andlise morfol 6gica, permitiu a caracterizagdo de trés grupos.
1°) Grupo caracterizado por embriGes aparentemente normais.
2°) Grupo caracterizado por lesGes hemorrégicas, avaliando-se o acimulo excessivo
de sangue entre ou dentro das vesiculas cerebrais, na regido do tronco encefdlico e regido
lombar da medula.
3°) Grupo, foram consideradas as categorias de malformagdes que correspondem:
1. Extrusdo visceral, onde érgéos como rins e figado estéo dispostos fora da cavidade
abdominal.
2.Madformacéo de face- o embrido apresenta ciclopia, auséncia ou formagédo
incompleta do bico.

3. Hidrocefalia, aumento de liquido entre as vesiculas.
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4.1.1 Analise Morfologica de Embrides Tratados no Terceiro e Quinto dia de
desenvolvimento com adose de 150 ng de Acetato de Chumbo

Embrides submetidos a dose de 150ny de acetato de chumbo, apresentaram padréo
morfolégico condizentes ao desenvolvimento normal (figura 6 ) e padrdo morfolégico
aterado (figuras6e7) .

Os efeitos da administracéo relativo da dose del50ug de acetato de chumbo, no
terceiro dia (E3) de desenvolvimento e andlise no nono dia (E9) foram avaliadas, sendo que o
padréo normal da espécie foi evidenciado em 14,28% dos embrides (figuras 6 ).

Nos demais embrides foi possivel caracterizar lesdes hemorragicas no tecido nervoso
em 47,6% dos embrides, principalmente, na regido anterior do encéfalo (figura 11) e regido
lombar. Deste total foi possivel discriminar quatro niveis hemorragicos. hemorragia cefdlica
em pequenas proporcdes (leve) (23,8%), hemorragia cefdlica em pequenas proporcoes
visualizadas no encéfalo/lombar (4,76%), hemorragia cefdlica em proporcdes moderadas
(9,52%),hemorragia cefélica em grandes proporcoes (9,52%) (figura 7).

Maformagdes na morfogénese foram observadas em 23,77% dos embrides
submetidos a esta dose, evidenciando-se principalmente a hidrocefalia (4,73%) e mal
formagdes de face (19,04) (figura 6). Foram mortos 14.28% nesta dose (figura 6).

Quando a mesma dose foi administrada no quinto dia (E5) e analisada no décimo
primeiro dia (E11) do desenvolvimento, observou-se desenvolvimento normal em 10% dos
embrides tratados (figura 6).

As lesBes hemorrégicas relativas a esta idade e dose apresentadas por um grupo de
embrides foram caracterizadas por hemorragia cefdlica em pequenas proporcdes (25%),
hemorragia cefdlica em proporgdes moderadas encéfalo (10%), hemorragia moderada em
encéfalo/lombar  (5%), hemorragias em grandes propor¢bes foram visualizadas no

encéfalo/lombar (10%) (figura 7).
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Em um outro grupo de embrides foram observadas malformagbes (20%),
relacionados a hidrocefalia (10%) e extrusdo visceral (10%) (figura 16) e 20% dos embrides
morreram com este tratamento (figura 6).

4.1.2 Andlise Morfolégica de Embrifes Tratados no Terceiro e Quinto dia de
desenvolvimento com a dose de 450ng de Acetato de Chumbo

Em embries submetidos as mesmas condi¢des de incubacdo, porém com a dose de
450pg de acetato de chumbo, administrado no terceiro dia de desenvolvimento (E3) e andlise
no nono dia de desenvolvimento (E9), verificamos desenvolvimento norma em 10% dos
embrides (figura8).

LesBes hemorrégicas foram evidenciadas em 50% dos embrifes, sendo discriminadas
em: hemorragias em pequenas proporcdes no encéfalo (15%), encéfalo/lombar (5%),
hemorragias em propor¢des moderadas no encéfalo (10), encéfalo/lombar (5%), hemorragias
em grandes proporc¢des encéfalo (5%), encéfalo/lombar (10%) (figura 9).

Malformagdes foram observadas em 20% dos embrides analisados, sendo divididos
em: malformagéo de face (10%) (figuras 8, 12, 13, 14, 15), extrusdo visceral (10%) (figuras: 8
e 14). Sendo que 20% dos embrides deste grupo adose foi letal (figura 8).

Nos embrides tratados com a dose de 450ug de acetato de chumbo no quinto dia de
desenvolvimento (E5) e andlise no décimo primeiro dia de desenvolvimento (E11), ndo houve
desenvolvimento normal (figura 8).

Houveram alteracbes hemorrégicas em 70% dos embrides (figuras 9, 17 e 20),
caracterizadas por: hemorragia em pequenas proporgdes no encéfalo (30%), hemorragias em
propor¢cdes moderadas no encéfalo (5%), encéfalo/lombar (5%), hemorragias em grandes

proporcoes encéfalo (20%), encéfal o/lombar (10%) (figura9) .
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Malformagdes foram observadas em 10% dos embrides que receberam esta dose,
destacando-se alteragbes como a hidrocefalia (figuras 8, 18 e 19), sendo que 20% dos

embrides foram mortos (figura 8).

20%
15%-
10%-
EE11 150
5% |
WE9 150
0%
H MF EV N M
Alteracdes Morfoldgicas

Figura 6: Andlise morfol 6gica dos embrides tratados com a dose de 150y de acetato
de chumbo, no quinto (E5) e terceiro (E3) dia, com andlise no décimo primeiro
(E11) e nono (E9) dia respectivamente. Comparando-se com o niimero de embrides
normais € mortos no mesmo periodo de desenvolvimento. H (hidrocefaia), MF
(Malformacéo face), EV (extrusdo visceral), N (normal), M (mortos).

25%

20%1

15%

10%: EE11 150
5% B E9 150

0%

HL HM HG

Hemorragias / Encéfalo

Figura 7: Andlise morfol égica dos embrides tratados com a dose de 150ng, no quinto
(E5) e terceiro (E3) dia com andlise no décimo primeiro dia embrionario (azul) e
nono dia embrion&rio (vermelho) respectivamente. HL (hemorragia leve), HM
(hemorragia moderada) e HG (hemorragia grave).
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Figura 8: Andlise morfol 6gica dos embrides tratados com a dose de 450ng de acetato
de chumbo, no quinto e terceiro dia, com analise no décimo primeiro (E11) (azul) e
nono dia (E9) (vermelho) respectivamente. Comparando-se com a numero de
embriBes normais e mortos no mesmo periodo de desenvolvimento. H (hidrocefalia),
MF (Malformagéo face), EV (extrusdo visceral), N (normal), M (mortos).

30%
25%
20%-
15%
10%

5%

0%

OE11 450
W E9 450

HL HM HG

Hemorragias / Encéfalo

Figura 9: Andlise morfoldgica dos embrides tratados com a dose de 450ng, no quinto
(E5) e terceiro (E3) dia e andlise no décimo primeiro (E11) (azul) e nono (E5) dia
embrion&rio (vermelho) respectivamente. HL (hemorragia leve), HM (hemorragia
moderada) e HG (hemorragia grave).
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Figura 10: Embrido normal de Gallus domesticus no nono dia de desenvolvimento embrionério
(E9). Escala- 100mm.

Figura 11: Embrido de Gallus domesticus em E9, submetido a dose de 150 pg de [Pb
(CH3COy),] em E3, apresentando hemorragia cefdlica, que esta indicada pela seta (® ). Escaa
100mm
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Figura 12: Embrido de Gallus domesticus em E9, submetido a dose de 450ug [Pb(CH3CO,),]
emE3, aseta(® ) indica mal formacéo deface. Escala: 100mm

Figura 13: Embrido de Gallus domesticus em E9, submetido a dose de 450ug [Pb(CH3CO,),]
em E3, aseta(® ) indicaamal formacdo de face (ciclopia). Escala. 100nmm
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Figura 14: Embrido de Gallus domesticus em E9, submetido a dose de 450ug [Pb(CH3CO,),]
em E3. a seta branca (®) indica malformacéo de face e a seta preta (® ) indica extrusdo
visceral. Escala. 100mm

Figura 15: Embrido de Gallus domesticus em E9, submetido a dose de 450ug [Pb(CH3CO,),]
em E3, apresentando malformacgao de face, indicado pelaseta (® ). Escala. 100mm
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Figura 16: Embrido de Gallus domesticus em E11, submetido a dose de 150pg [Pb(CH3CO,),]
emE5, aseta (®) indica extrusdo visceral. Escala. 100mm

Figura 17: Embrido de Gallus domesticus em E11, submetido a dose de 450ug [Pb(CH3CO,),]
em E5, aseta(® ) indicahemorragia cefaica. Escala. 100nm
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Figura 18: Embrido de Gallus domesticus em E11, submetido a dose de 450ug [Pb(CH3CO,),]
em E5, aseta(® ) indica hidrocefalia. Aumento 7x. Escala. 100mm

'r

Figura 19: Embrido de Gallus domesticus em E11, submetido a dose de 450pg [Pb(CH3CO,),]
em E5, a seta(® ) indica hidrocefalia. Escala. 100mm
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Figura 20: Embrido de Gallus domesticus em E11, submetido a dose de 450ug [Pb(CH3CO,),]
em E5, a seta(® ) indicahemorragia cefélica. Escala. 100mm

4.2 Andlise dos L ocais de Deposicéo do Acetato de Chumbo na M edula

As secgles transversais da medula dos animais controle e tratados, foram submetidas
a coloragdo de Hematoxilina e Eosina para controle histologico (figura 22) e a técnica
histoquimica de TIMM, para demarcar os locais de maior impregnacdo do acetato de
chumbo (figura 21).

Os animais controle dos dois grupos, ndo apresentaram marcagao histoquimica para o
acetato de chumbo, como pode ser evidenciado nas figuras 23 A e B, referentes ao tratamento
no terceiro diae nasfiguras 24 A e B, referentes ao tratamento no quinto dia.

Nos embrides tratados com o [Pb (CH3CO,),] nas doses de 150ug e 450ug, pode-se

observar uma marcagdo difusa por toda a medula, verificando-se deposicdo do metal tanto na
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camada do manto (substancia cinzenta) quanto na camada marginal (substancia branca),
sendo ilustrado nas figuras 25, 26, 27, 29, 30 (A e B) e 31.

Evidenciou-se uma marcagdo mais intensa na maior dose (450ug [Pb(CH3COy)2)),
tanto no tratamento em E3 (figuras 27, 28 e 29) quanto no tratamento em E5 (figuras 31 e 32),
identificando-se principalmente marcacdo ao redor do canal centra (figuras 27 e 31), na
camada margina (figuras 28 e 32), nas leptomeninges e na dura-mater, principa mente a pia-
mater (figuras 28 e 32), onde ela adere intimamente no tecido nervoso, penetrando na fissura
mediana anterior , quando comparados ao controle (figuras 23A eB; 24 A eB).

Na marcacéo com a dose de 150ug de [Pb (CH3COy),], nos dois dias de tratamento,
observou-se 0 metal acumulado ao redor do canal medular (figuras 25 e 30 B), uma marcacao
mais acentuada no corno ventral do qué no dorsal (figura 30 A), marcacéo difusa em toda
extensdo da camada marginal (figuras. 25, 26 e 30 A) e também nas leptomeninges, quando
comparados ao controle (figuras: 23A e B; 24 A e B).

Nos cortes esguematicos (figura 33) comparando-se todos os grupos, visualizamos
uma marcacdo intensa (xxx) ao redor do cana central e no corno anterior da medula
principalmente nos grupos tratados no quinto dia de desenvolvimento (E5) e no grupo tratado
no terceiro dia com a dose 450ug de [Pb (CH3COy),]. Houve uma impregnacdo mais ténue
(fraca) (x) no grupo tratado no terceiro dia com a dose de 150 pg de [Pb (CH3CO,),].

No corno dorsal obtivemos marcacdo moderada (xx) nos grupos onde as doses de 150
ou 450ug de [Pb (CH3COy),] foram administradas no terceiro dia de desenvolvimento e uma
marcacdo intensa (Xxx) no grupo E11 150ug de [Pb (CH3COy),] (figura 33). Na camada
marginal (porcdo lateral), visualizados uma marcacdo intensa (xxx) com a dose de 450ug de
[Pb (CH3CO,),], quando administrado tanto no terceiro dia (E3) quanto no quinto dia (E5) de
desenvolvimento, nos grupos de dose 150ug de [Pb (CH3CO,),], a marcacéo variou de leve a

moderada (figura 33). N&o se obteve marcacéo nos grupos controle (figura 33).
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Figura 21: Corte esqguematico indicando regides da medula espinhal.

Tabela 2: Impregnacéo do Acetato de Chumbo pela Autometalografia de TIMM em nos
cortes esquematicos nas diferentes regides das medulas de embrides de Gallus domesticus

CNTE9 CNTE1l E9150 E9450 E11150 E11450

Canal medular
+++ +++ +++
Camada Marginal FH+ +H+
Regi&o ventral
Camada do Manto + ++ 4+
Camada do Manto ++ ++ F++
Regido Dorsal
Camada Marginal + 4+ +
Regido Lateral Camada Marginad ++ +++ +

+++

+++

+++

++

++

+++
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Figura 22: Secgdo histol 6gica da medula de embrido de Gallus domesticus em E9, submetido a
dose de 450ny. Coloracdo HematoxilinaEosina. Escala: 7,7mm .

Figura 23 (A): Seccdo histologica da medula de embrido normal de Gallus domesticus em E9,
mostrando o controle datécnica TIMM. Contra-coloracdo Hematoxilina.  Escala: 15um.
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Figura 23 (B): Secgéo histolégica da medula de embrid&o norma de Gallus domesticus em E9,
mostrando o controle datécnica TIMM. Contra-coloracdo Hematoxilina.  Escala: 7,7um .

Figura 24 (A): Seccéo histol6gica da medula de embrido normal de Gallus domesticus em E11,
mostrando o controle datécnica TIMM, contra-coloracdo Hematoxilina. Escala: 15um.
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Figura 24 (B): Secc¢do histoldgica da medula de embrido normal de Gallus domesticus em E11,
mostrando o controle datécnica TIMM, contra-coloracdo Hematoxilina. Escala: 7,7 pm.

Figura 25: Seccéo histol6gica da medula de embrido de Gallus domesticus em E9, submetido a
150ug de acetato de chumbo em E3. Técnica TIMM. contra-coloragdo Hematoxilina. A seta
(®) indica a deposicéo difusa do metal na camada do manto (seta branca) e camada marginal
(seta preta) e ao redor do canal medular (setaverde). Escala: 15um.
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Figura 26: Secc¢éo histol6gica da medula de embri&o de Gallus domesticus em E9, submetido a
150ug de acetato de chumbo em E3. Técnica TIMM. Coloragdo Hematoxilina. A seta (®)
indicaadeposicdo do metal nacamadamarginal.  Escaa 7,7um.

Figura 27: Seccéo histol 6gica da medula de embrido de Gallus domesticus em E9, submetido a
450ug de acetato de chumbo em E3. Técnica TIMM, contra-coloracdo Hematoxilina. As setas
(®) indicam os locais de maior deposicdo do metal no corno ventral na camada do manto (seta
branca) e ao redor do canal central (setapreta). Escala: 7,7um .
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Figura 28: Secc¢éo histol6gica da medula de embri&o de Gallus domesticus em E9, submetido a
450ug de acetato de chumbo em E3. Técnica TIMM, contra-coloracdo Hematoxilina. A seta
preta (® ) indica a deposicdo do metal nas leptomeninges e a seta branca (® ) indica deposi¢éo
do metal nacamadamarginal. Escaa 7,7um.

Figura 29: Seccéo histol6gica da medula de embri&o de Gallus domesticus em E9, submetido a
450ug de acetato de chumbo em E3. Técnica TIMM, contra-coloragdo Hematoxilina. A seta
(®) indica a deposi¢éo do metal no corno dorsal ha camada do manto (seta branca) e camada
marginal (setapreta). Escala 7,7um.
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Figura 30 (A): Seccdo histolégica da medula de embrido de Gallus domesticus em E11,
submetido a 150ug de acetato de chumbo em E3. Técnica TIMM, contra-coloracéo
Hematoxilina. A seta branca (® ) indica a regido de maior deposi¢cdo do metal no corno ventral

na camada do manto e seta preta (® ) indica deposicdo do metal na camadamarginal . Escala
15um.

Figura 30 (B): Seccdo histolégica da medula de embrido de Gallus domesticus em E11,
submetido a 150ug de acetato de chumbo em E5. Técnica TIMM, contra-coloragdo
Hematoxilina. A seta (®) indica a regido de maior deposi¢cdo do metal no corno ventral na
camada do manto e ao redor do canal medular (seta verde). Escala 7,7um
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Figura 31: Seccdo histol6gica da medula de embrido de Gallus domesticus em E11, submetido
a 450ug de acetato de chumbo em E5. Técnica TIMM, contra-coloragdo Hematoxilina. As setas
(®) indicam os locais de deposicdo do metal ao redor do canal medular (seta preta) e corno
ventral na camada do manto (setabranca). Escala 7,7pum.
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Figura 32: Secgéo histol6gica da medula de embrido de Gallus domesticus em E11, submetido
a 450ug de acetato de chumbo em E5. Técnica TIMM, contra- coloragdo Hematoxilina. Seta
preta (® ) indica o local de maior deposicdo do metal nas leptomeninges e a seta branca indica
aimpregnagdo do metal nacamadamargina .  Escala: 7,7um .
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Figura 33: Desenhos esgueméticos indicando a deposicdo de acetato de chumbo nas
medul as dos embrides de Gallus domesticus em E9 eE11. A - controle E9, B — controle E11,
C —E9 150ug D — E9 450ug, E -E11 1509, F- E11 450ug, onde (x) indica marcacao fraca,

(xx) marcag&o moderada e (xxx) marcagao intensa.
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4.3 Caracterizacéo das Células em Apoptose da M edula apos Tratamento com

Acetato de Chumbo

4.3.1 Localizacdo das Células Apoptoéticas

Os cortes das medulas de animais controle (figuras 35 (A e B) e 36 (A e B), que
receberam apenas salina, quando incubados com TdT mostraram marcacdo para células em
apoptose, mas estas em numero reduzido, quando comparados ao grupo de dose 450nT,
injetado no terceiro dia (E3) e analisados no nono dia (E9) de desenvolvimento (tabela 3).

Os cortes das medulas controle em E11 apresentaram marcagdo ha regido do
funiculo anterior, algumas células na coluna anterior e algumas células dispersas em todo
tecido neura (figuras 36 A e B). Os cortes do controle E9, em gera apresentavam em todo
tecido neural as células apoptéticas mais dispersas e em menor quantidade quando
comparados aos demais grupo. Apresentavam-se mais evidentes ao redor do canal central da
medula, contudo em nimero maisreduzido do qué na maior dose (figuras: 35 A e B).

Os cortes das medulas dos animais que foram submetidos a dose de 150ng de [Pb
(CH3COy,),] no terceiro dia de desenvolvimento embrionario foram marcadas positivamente
para apoptose. Estas células foram evidenciadas principalmente ao redor do canal central
(figuras 38 A e B) e dispersas na regido anterior medula, tanto na camada do manto quanto
na camada marginal figura 38 B e naregido do corno ventral visualizada nafigura 39.

Os animais tratados com a dose de 450ng de [Pb (CH3CO,),] no terceiro dia de
desenvolvimento embrionario as medulas foram marcadas positivamente. As células foram
evidenciadas na regido do sulco lateral anterior (figura 40A), na coluna anterior (figura
40A), ao redor do canal central (figura 40B) , naregido do corno ventral (figura40B e 41) e

camadamargina (figura40B) e dispersas no restante do tecido neural (figuras40 (A eB) .
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Os animais tratados com a dose de 150ng de [Pb (CH3CO,),] no quinto dia de
desenvolvimento embrionario, apresentaram um acumulo de células apoptoticas na porcéo
periférica do funiculo anterior e ao redor do canal central da medula (figura 42). Nas demais
regibes evidenciou-se uma marcacdo reduzida e difusa em todo tecido neural porém esta
distribuic&o foi mais acentuada naregi&o ventral do qué nadorsal (figuras43 A e B).

Os animais tratados com a dose de 450ng de [Pb (CH3CO,),] no quinto dia de
desenvolvimento embrionario, apresentaram uma distribuicdo mais acentuada na regido
anterior da medula (figura 45) destacando-se a: porcao periférica do funiculo anterior (figura
44 A), fasciculo anterior e coluna anterior (figura 44 B). Obteve-se marcacdo ao redor do
canal central (figura44 A e B) , marcacoes difusas nas regides coluna posterior (figura 44
A), funiculo posterior, fasciculo cuneiforme e fasciculo gréacil .

As células apoptéticas nas concentracdes analisadas e em menor proporcao Nnos
controles, apresentaram principa mente uma distribui¢cdo naregido ventral da medula, tanto na
porcado periférica da camada do manto quanto na camada marginal (regifes funiculo anterior,
sulco lateral anterior e parte anterior do funiculo lateral) e ao redor do cana central da
medula.

Pode-se observar uma marcacdo mais evidente na dose de 450ngy de [Pb (CH3COy,)]
administrada no terceiro dia embrionério, quando comparada a dose de 150ny, nas duas
idades estudadas e aos grupos controle.

Na andlise com a coloracdo de Violeta de Cresila, visualizamos a retracao dos nucleos
apoptoticos na porcdo anterior e lateral da camada marginal, tanto nos cortes controle quanto
nos cortes tratados (figura: 50).

Nos cortes esquematicos (figura 47) comparando-se todos 0s grupos visualizamos uma
marcacdo mais acentuada em torno do canal central e na por¢do anterior da medula em todos

0S grupos tratados em menor proporcdo os grupos controle (tabela 4). Na regido posterior
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obtivemos marcacdo fraca (x) tanto na camada do manto quanto camada marginal

visualizados em todos os grupos (figura 47) (tabela 4).

4.3.2 Andlise Ester eol6gica das Células Apoptoticas

O grupo onde a dose utilizada foi de 450ng de [Pb (CH3CO,),] injetada no terceiro
dia de desenvolvimento, apresentou diferenca estatistica significativa quanto ao niUmero de
células apoptadticas presentes na medula, quando comparados aos demais grupos (tabela 3).

Os grupos cujo a dose utilizada foi de 150ng de [Pb (CH3COy),] e injetada tanto no
terceiro quanto no quinto dia embrionario ndo apresentaram entre si diferencas estatisticas
guanto ao numero de células apoptdticas localizadas na medula. O grupo E3 150ng de [Pb
(CH3CO,),] apresentou diferencas estatisticas com o grupo controle E3 (tabela 3).

Os animais tratados com a dose de 450ng de [Pb (CH3COy),], no terceiro e quinto dia
de desenvolvimento apresentaram diferencas estatisticas entre si, ho entanto o grupo tratado
no quinto dia ndo apresentaram diferencas estatisticas com os outros grupos (tabela 3).

Os animais tratados com salina no terceiro dia de desenvolvimento, apresentaram
diferencas estatisticas com os animais tratados com a dose de 150ng de [Pb (CH3COy),] e
com o0s animais tratados com a dose de 450ng de [Pb (CH3COy),] no terceiro dia de
desenvolvimento (tabela 3).

Os animais tratados com salina no quinto dia de desenvolvimento, apresentaram
diferencas estatisticas significativas apenas com grupo E9 450ng de [Pb (CH3CO,),] (tabela

3).
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Tabela 3: Estereologia das células apoptéticas presentes na medula dos embrifes expostos ao

acetato de chumbo e dos embrides controle.

Tratamento DiaAndlise Porcentagem média de células
(desvio padréo)

E3CNT (n=6) E9 03 (x 1)**

E5CNT (n=6) E11 05 (+ 3)

E3150 (n=9) E9 10 (x 4)**

E5150 (n=10) E11 09 (+ 3)

E3450 (n=9) E9 20 (+ 8)*

E5450 (n=10) E11 10 (+ 6)

* indicam diferencas significativas entre a quantidade de células apopt6ticas nos grupos de tratamento
(p£0,05); (n) corresponde ao nimero de medulas (divididas em lado direito e esquerdo) analisados

em cada grupo.

Sulco lateral AT ——— ="

" ~—Canal contral da maduls

Figura 34: Corte esqguematico indicando regides da medula espinhal.
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Tabela 4: Distribuicdo das células apoptdticas nos cortes esquematicos em diferentes regides

das medul as de embrides de Gallus domesticus

CNTE9 CNTE11 E9150 E9450 E11150 E11450

Canal medular

Camada Marginal
Regido ventra
Camada do Manto

Camada do Manto
Regido Dorsal

Camada Marginal

Regido Lateral Camada Marginal

++

+

++

+++

+++

+++

+++

+++

++ +++
+++ ++
+ +
+ +
+ +
+ +

Figura 35 (A): Seccéo histologica da medula de embri&o normal de Gallus domesticus em E9.
Seta (® ) indica célula em apoptose. Técnica TdT no embrido controle (injetado salina),contra-

coloracdo com Verde de Metila.  Escala 7,7um.
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Figura 35 (B): Seccdo histolégica da medula de embrido normal de Gallus domesticus em E9.
Seta (® ) indica célula em apoptose. Técnica TdT no embrido controle (injetado salina) , contra-
coloracdo com Verde de Metila Escala: 3um .

Figuras 36 (A) e (B): Seccdo histolégica da medula de embrido normal de Gallus domesticus
em E11, Técnica TdT, contra- coloragdo com Verde de Metila. Setas indicam nucleos
apoptéticos (® ) no embrido controle. Escalas: A/ 15um e B/ 7,7um.
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Figura 37: Seccdo histolégica da medula de embrido normal de Gallus domesticus em E11.
Seta indica nucleo apoptético (® ) no embrido controle. Técnica TdT, contra- coloragdo: Verde
de Metila. Escala: 3mm.

Figura 38 (A) e (B): Seccdes histolégicas da medula de embrido de Gallus domesticus em E9,
submetido a 150ug de acetato de chumbo em E3. Técnica TdT, contra-coloragdo: Verde de
Metila. Setas ( ® ) indicam os locais de marcacéo de células apoptéticas ao redor do canal
central (setas pretas) e na regido anterior da medula tanto na camada do manto (seta branca)
quanto camada marginal (setaverde). Escalas: A/ 15um e B/ 7.7um .
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Figura 39: Seccéo histol6gica da medula de embri&o de Gallus domesticus em E9, submetido a
150ug de acetato de chumbo em E3. Técnica TdT, contra-coloracgo com Verde de Metila . Seta
(® ) indicaas células apoptdticas no corno ventral. Escala: 3um.

4

A

Figura 40 (A): Seccdo histolégica da medula de embrido de Gallus domesticus em E9,
submetido a 4509 de acetato de chumbo em E3. Técnica TdT, contra- coloragéo com Verde de
Metila. Setapreta( ® ) indicao local de células apoptética naregido ventral regido referente ao
sulco lateral anterior e seta brancaindica célula apoptética nacolunaanterior.  Escala: 7,7um.
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Figura 40 (B): Seccdo histologica da medula de embrido de Gallus domesticus em E9,
submetido a 4509 de acetato de chumbo em E3. Técnica TdT, contra- coloragéo com Verde de
Metila. Setas (® ) indicam as células apoptoticas ao redor do canal central (seta preta), corno
ventral (setabranca) e camadamarginal (setaverde). Escala 7,7um.

Figura 41: Seccéo histol6gica da medula de embrido de Gallus domesticus em E9, submetido a
450ug de acetato de chumbo em E3. Técnica TdT, contra- coloragdo com Verde de Metila. Seta
(®) indicaolocal de células apoptéticas na regido ventral. Escala: 3um.
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Figura 42: Seccao histol6gica da medula de embrido de Gallus domesticus em E11, submetido
a 150ug de acetato de chumbo em E5. Técnica TdT, contra-coloracdo: Verde de Metila . Seta
(®) indicam as células apoptéticas na regido ventral (porcéo periférica do funiculo anterior) e
a0 redor do canal central damedula (setabranca). Escala: 15um.

Figura 43 (A) e (B): Seccéo histoldgica da medula de embrido de Gallus domesticus em E11,
submetido a 150ug de acetato de chumbo em E5. Técnica TdT, contra-coloragdo: Verde de
Metila. Setas (® ) indicam as células apoptéticas no corno ventral.  Escala: 3um .
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Figura 44 (A) e (B): Seccéo histolégica da medula de embrido de Gallus domesticus em E11,
submetido a 450ug de acetato de chumbo em E5. Técnica TdT, contra-coloragdo: Verde de
Metila. Figura (A): Setas (® ) indicam as células apoptéticas no corno ventral (seta branca) na
porcéo periférica do funiculo anterior, ao redor do canal central (seta preta) e células na coluna
posterior da medula (seta verde). Figura (B): Indica as células apoptéticas ao redor do canal
central (seta preta), na regido fasciculo anterior (seta branca) e na regido coluna anterior (seta
verde). Escalas A/ 15pume B/ 7,7um.

:}, m . _#_;"ﬁ“ aw -
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Figura 45: Seccdo histol6gica da medula de embrido de Gallus domesticus em E11, submetido
a 450ug de acetato de chumbo em E5. Técnica TdT, contra-coloracdo: Verde de Metila . As
setas (® ) indicam as células apoptéticas naregido ventral.  Escala: 3um
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Figura 46: SeccOes histoldgicas de medulas de embrides de Gallus domesticus submetidos a
técnica de coloracéo de Nissl. Aumento: 100x. Escala: 3um. A - controle E9, B — controle E11, C
— E9 150ug, D — E9 450ug, E -E11 150ug, F- E11 450ug. Setas indicam os nucleos na camada
margina das secgdes que mostram caracteristicas de degeneracdo, demonstrando um

encolhimento da célula e forte marcagéo pelo Nissl.
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Figura 47:  Cortes esquematicos indicando a distribuicdo das células apoptéticas nas
medulas dos embrides de Gallus domesticus em E9 eE11. A - controle E9, B — controle E11,
C — E9 150ug D — E9 450ug, E -E11 150ug, F- E11 450ug. (+) indica marcagdo leve, (++)
marcacdo moderada e (+++) marcacdo grave para apoptose.
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4.4 Caracterizacéo das Células da Glia Radial na Medula Espinhal apés o
tratamento com Acetato de Chumbo

Os cortes de medula dos embrides submetidos a dose de 150ug de [Pb (CH3COy,),], no
terceiro dia de desenvolvimento, foram marcadas positivamente para células da glia radial.
Estas células apresentam finos prolongamentos que se estendiam desde a camada do manto
até a camada marginal (figuras 48 e 49).

No quinto dia de desenvolvimento, quando submetidos a dose de 150ug de [Pb
(CH3COy),], foram marcadas positivamente para células da glia radial. Estas células
apresentaram finos prolongamentos, com inimeras ramificacfes, nas quais observar-se corpos
de células neurais alongados migrando (figura 51). Os prolongamentos das células gliais se
estendem desde a camada do manto até a camada marginal (figuras 50 e 51).

Os cortes das medulas dos embries controle, que receberam apenas salina, quando
incubados com anticorpo anti-vimentina, mostraram auséncia de marcacdo, mesmo apos
diversas variacbes da técnica e todo controle necessario para realizacdo de Imuno-
histoquimica (figura 52)

A medula dos embrides submetidos a dose de 450ug de [Pb (CH3CO,),], no terceiro

e quinto dia ndo apresentou caracterizacdo dagliaradial (figura53).
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Figura 48: Seccéo histol6gica da medula de embri&o de Gallus domesticus em E9, submetido a
150ug de acetato de chumbo em E3. Técnica Imuno-histoquimica para a Vimentina, contra-
coloracdo com Hematoxilina. Seta (® ) indica acéluladagliaradial .  Escala: 3um.

Figura 49: Seccéo histol6gica da medula de embri&o de Gallus domesticus em E9, submetido a
150ug de acetato de chumbo em E3. Técnica Imuno-histoquimica para a Vimentina., contra-
coloracdo com Hematoxilina . Seta (® ) indica célula da glia radia (seta branca) e neurdnios
migrando (setapreta). Escala: 3um
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Figura 50: Seccdo histol6gica da medula de embrido de Gallus domesticus em E11, submetido
a 150ug de acetato de chumbo em E5. Técnica de Imuno-histoquimica para a Vimentina,
contra-coloragdo com Hematoxilina. Seta( ® ) indicaacéluladagliaradial. Escaa 3um

Figura 51: Seccéo histolgica da medula de embrido de Gallus domesticus em E11, submetido
a 150ug de acetato de chumbo em E5. Técnica de Imuno-histoquimica para a Vimentina.
Contra-coloragcdo com Hematoxilina . Seta (® ) indica neurénio migrando. Escala: 3um.
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Figura 52: Seccéo histolégica da medula de embrido de Gallus domesticus em E11, controle.
Técnica de Imuno-histoquimica para a Vimentina, contra-coloracdo: Hematoxilina . Seta (® )
indica auséncia de marcagdo paravimentina.  Escala: 3um.

Figura 53: Seccéo histol6gica da medula de embri&o de Gallus domesticus em E9, submetido a
450ug de acetato de chumbo em E3. Técnica de Imuno-histoquimica para a Vimentina, contra-
coloracdo com Hematoxilina . Seta (® ) indica ndo caracterizacéo da glia radial pela marcagéo
comavimentina.  Escala: 3um.
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5. DISCUSSAO

Para estudos do desenvolvimento de vertebrados, os embrides de aves sdo utilizados
freqlentemente como modelo experimental, pois permitem avaliar a agdo de agentes
exogenos, como acetato de chumbo, e as alteragBes induzidas por este metal durante os
periodos embrionérios.

Neste estudo os embrides submetidos a salina (controle), apresentaram pequenos focos
hemorrégicos, ndo mostrando, porém alteracBes das caracteristicas morfol6gicas préprias da
espécie. Nos embrides tratados com o acetato de chumbo pode-se observar ateracfes
vasculares de grande representatividade, caracterizando-se por extravasamento sanglineo
dentro das vesiculas cerebrais. Alteragdes morfol 6gicas como hidrocefalia, extrusdo visceral
e malformagéo de face, foram observadas em todos os grupos tratados com acetato de
chumbo, comprometendo o padrdo norma do desenvolvimento de Gallus domesticus,
indicando a ac8o deletéria deste metal no desenvolvimento do sistema nervoso desta espécie.

Erros sdo inerentes ao processo de desenvolvimento embrionério (CARLSON, 1996)
entretanto a repeticao do padrdo da malformagéo, bem como sua representatividade, diferem o
processo normal do patolégico. Os nimeros de malformagtes registradas em nosso estudo
indicam que nas doses utilizadas 0 acetato de chumbo € um agente teratogénico multipotente,
interferindo nos mecanismos de formagado de varios sistemas organicos.

Narbaitz e colaboradores (1985) administrou uma Unica dose de nitrato de chumbo
diluido, na cAmara de ar de ovos de White Leghorn, no décimo dia de incubagdo e vinte e
quatro horas apdés a administracdo do metal,observou pequenos e multiplos focos

hemorrégicos na maioria dos embrides observados. Apds quarenta e oito horas de
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administragdo do chumbo, houve uma ampliacdo da area hemorréagica em todos os embrides
estudados. No terceiro dia apdés a administracdo, aumentou a area hemorragica,
consequentemente havendo necrose no tecido nervoso. Estes resultados nos indicam que a
hemorragia consiste na lesdo priméria produzida pelo chumbo.

Pérez-Coll e colaboradores (1988) trataram embrifes do anfibio Bufo arenarum com
diferentes concentragbes de nitrato de chumbo, e observaram ateracGes morfoldgicas
principal mente nos embrides tratados nas concentragdes abaixo de 1.0 mg/L Pb™™ . Os autores
registraram alta incidéncia de malformacdes, como neurulacéo parcial, embrifes com forma
de péra e microcefalia. Em concentracbes mais atas (1.0 mg/L Pb++), houve um aumento
gradual da teratogénese e letalidade, sendo que 80 a 100% dos embrifes ndo sobreviveram
além de quarenta e oito horas.

Nossos resultados corroboram com os achados de Narbaitz e colaboradores (1985) e
Pérez-Coll e colaboradores (1988) que observaram que altas doses de chumbo administradas
no decorrer do desenvolvimento, causam alteragdes morfol dgicas e histol 6gicas podendo em
casos mais graves levar aletalidade, inviabilizando a ecloséo.

A ampladistribuicéo do chumbo no meio ambiente possibilitaa acéo deletéria sobre o
desenvolvimento, podendo alterar tanto o padrédo da morfogénese quanto da organogénese,
produzindo alteracbes em animais como embrides de ratos, Antonio e colaboradores (1996) e
Dearth e colaboradores (2002) ou até mesmo em humanos, em conseqiiéncia da exposicao
maternaao metal (ZAREMBSKI et a.,1983; ROTHENBERG et al.,1999).

A hidrocefalia observada em nossos embrides, também foram descritas por Goldstein
(1992), evidenciando que baixos niveis de chumbo pode alterar a composicdo do liquor
cerebral causando edema, com efeitos diretos em neurdnios e juncdes sindpticas. A exposicao
do cérebro em formacéo ao chumbo, durante a fase de formacéo sinaptica e remodel amento,

pode levar a alteraces estruturais e funcionais.
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Nos embrifes que apresentaram extrusao visceral, visualizamos macroscopicamente 0
aumento do figado em relacdo aos demais 6rgaos (figura: 14). Columbano e colaboradores
(1984; 1985) afirmam que o chumbo pode estar associado a uma ativacéo da proliferacéo
celular hepética e que apos a retirada do metal ocorre a involugdo do figado, com a presenca
de muitos nucleos apoptdticos. Utilizando o método de TIMM, Parmley e colaboradores
(1979) e Tomczok e colaboradores (1991) verificaram uma impregnacdo acentuada de
chumbo no duodeno e intestino de ratos respectivamente.

As anormalidades da regido facial, como ciclopia, microftalmia,anofalmia e reducéo
do bico, foram verificadas nos embrides do presente estudo, apds a exposicdo ao chumbo no
terceiro dia de desenvolvimento (figuras, 12, 13, 14, 15), Anwer e colaboradores (1988)
argumentam que cinquenta microgramas de chumbo quando injetados no sétimo dia de
incubacdo, sdo suficientes para causar uma reducéo da eclosdo, retardo do crescimento,
hidrocefalia, defeitos no bico e membros, microftalmia e anoftalmia. Assim, considerando as
concentragdes utilizadas em nossos estudos, seria esperada a ocorréncia destas malformagoes.

De acordo com os estudos realizados por Carvalho (2002) o chumbo administrado no
terceiro dia de desenvolvimento na concentracdo de 350pg, causou inimeras malformacoes,
dentre elas ciclopia e extrusdo visceral, aém de atraso no desenvolvimento e alteractes
vasculares, sendo que as Ultimas desencadearam hemorragias cefédlica e lombar.

O acetato de chumbo também pode levar a alteracdes tardias quando administrado no
periodo pré-natal, causando em ratos segundo Crofton e colaboradores (1980) prejuizo da
atividade exploratoria e locomotora, evidenciada apenas dezesseis dias ap0s 0 nascimento.
Possivelmente esta acdo foi desencadeada por prejuizos motores, via area motora no encéfalo
ou namedula

Nossos resultados, bem como os dos autores acima citados, demonstram que as

exposicoes a um meio toxico causam efeitos adversos ao desenvolvimento. Rice e Barone
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(2000) afirmam que, devido a suscetibilidade inerentes ao processo do desenvolvimento do
sistema nervoso, ha uma maior sensibilidade aos insultos do meio, porque neste periodo ha
uma intensa proliferacéo, migracdo, diferenciacdo e morte celular, bem como sinaptogénese, e
mielinizacdo, eventos essenciais a neurogénese.

No presente estudo, as seccdes de medula dos embrides tratados em E3 e E5, nas duas
concentragdes (150ug e 450ug), foi possivel observar deposicéo do acetato de chumbo ao
redor do canal medular, leptomeninges e de forma difusa no restante do tecido nervoso.

Schroder e colaboradores (1978) através da autometal ografia de TIMM, avaliaram que
o chumbo impregnado na medula espinhal de ratos, apresentava-se distribuido de forma
difusa, em vérios locais, e verificaram que a diminuicdo do metal ndo era seguido pela
reducdo da marcacéo e vice-versa

Rehman (1984) expbs ratos ao acetato de chumbo por um periodo de dez dias,
verificando que havia impregnacdo de chumbo em todas regides do cérebro, com uma
marcagdo acentuada na medula espinhal e cerebelo.

Correlacionando os achados destes autores com 0s nossos resultados, podemos afirmar
gue a medula espinhal de embrides apresenta uma alta afinidade com o chumbo, tendo em
vista sua impregnacdo tanto na camada marginal quanto na camada do manto.

A grande deposicdo do metal nas medulas estudadas , pode estar relacionada como
observado por Risau e Wolburg (1990) ao fato que em embrides de aves a barreira
hematoencefalica torna-se efetiva no décimo terceiro dia de incubacdo com pequenas
variagdes em diferentes areas do sistema nervoso. No décimo e décimo segundo dia de
incubacdo quando realizado imunohistoguimica para GFAP, Grange-Messent e colaboradores
(1996) ha uma marcacdo muito ténue indicando que os astrécitos estdo pouco diferenciados.
Estas células participam na constituicdo da barreira hematoencefalica, e o fato desta estrutura

ndo estar plenamente constituida implica em uma baixa seletividade, permitindo a passagem
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substancias toxicas. A deficiéncia da protecdo hematoencefalica para certos agentes toxicos,
pode justificar a marcagdo do acetato de chumbo pelo TIMM de forma intensa em nossas
medul as.

A cito-toxicidade por parte do acetato de chumbo foi referida por Niu e colaboradores
(2002) repercutindo no sistema nervoso como um todo, podendo induzir a apoptose em
células cerebrais de rato atuando em dois mecanismos, na baixa regulacéo do bcl-2 e na alta
regulacdo da expressao do gene bax.

A concentracéo de 150ug de acetato de chumbo utilizada neste estudo , foi suficiente
para induzir a apoptose, no entanto ndo houve diferencas estatisticas entre os grupos
experimentais e controle, 0 que sugere que neste periodo a morte celular programada € um
processo normal, ndo sendo este mecanismo aparentemente alterado quando utilizada esta
concentracao.

Nossos resultados evidenciam que a representatividade de células apoptéticas estdo
provavelmente relacionadas a dois fatores: a concentracéo do acetato de chumbo e a idade a
qual o metal foi administrado, pois verificamos que quando administrado no terceiro diae na
concentracdo de 450ug, ha predominancia neste grupo de células apoptéticas em relacéo aos
demais grupos.

Em relacdo a morte celular induzida pela administragdo de chumbo, considera-se
relevante o estudo de Sharifi e colaboradores (2002) realizado em ratos de diferentes idades,
evidenciando que o chumbo é um metal neurotoxico, o qual induz a apoptose em hipocampo
in vivo de maneira idade dependente, onde os individuos mais jovens apresentavam células
apoptoticas em maior quantidade, tanto nos animais controle quanto nos tratados.

A interacdo tempo-espaco inerentes aos processos de proliferacdo e morte celular,
estdo presentes desde os estagios iniciais do desenvolvimento. Quando da formacdo dos

neurdnios em aves, muitas destas células sofrem apoptose, principalmente as que estdo na
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periferia, localizadas na margem entre a area opaca e a area pelicida. Em outras regides ha
dispersdo das células, mas a presenca deste centro apoptético, define claramente a regido de
delimitacdo entre tecidos neurais e epiteliais, cujos sinalizadores  delimitam os dois
territdrios, sendo que as células que ndo reconhecem estes sinais séo eliminadas (LOZANO-
CORDERO ¢t al., 2001).

Simonati e colaboradores (1997) reportaram que, a exposicao a agentes toOxicos nos
periodos criticos do desenvolvimento podem modificar o equilibrio de sinais neurotréficos
gue regulam a apoptose, causando aumento ou diminuicdo do numero de células em
determinadas regides do sistema nervoso.

Em relacdo a outros metais pesados como 0 zinco, que induzem a neurotoxicidade
envolvendo mecanismos apoptoticos, pesquisas realizadas por Manev e colaboradores (1997)
em culturas de neurdnios granulares cerebel ares expostos a uma concentracdo de 100-500uM
de zinco, durante 15 a 30 minutos, verificou-se através do TUNEL, que 6h apds a exposicéo a
maior concentracdo, houve um aumento no nimero de células com sinais de injurias no DNA,
indicando apoptose.

O chumbo €/ ou o calcio, mostraram uma acéo relacionada a degeneracéo da retinaem
ratos, produzindo apoptose por inducdo da despolarizacdo mitocondrial, inchaco e liberacdo
do citocromo c¢. Conseqlientemente a caspase 3 e a caspase 9 sdo ativadas, desencadeando
todo processo apoptético (HE et al., 2000).

A acdo do chumbo, bem como a de outros agentes toxicol gicos, evidenciam que ha
uma inducéo apoptotica produzida por concentracdes subletais, e que o chumbo €é capaz de se
acumular e causar danos no tecido cerebral. Quando analisamos os model os esqueméticos da
marcacdo com TIMM (figura 33) e com TdT (figura: 47), verificamos que os locais de grande

impregnacéo do metal, como ao redor do canal medular, na camada marginal e do manto
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principalmente a por¢do ventral, também foram locais onde houve uma concentragdo
consideravel de células em apoptose.

Em relacdo ao efeito do chumbo enddgeno nas proteinas sintetizadas por células
astrogliais em cultura de ratos, Opanasuk e Finkelstein (1994) verificaram que os astrécitos
possuem ou adquirem mecanismos compensatorios, 0S quais permitem a adaptacdo das
células a0 chumbo. Os resultados revelam que as células astrogliais respondem a
neurotoxicidade alterando seu padréo normal da sintese protéica, o que foi evidenciado pelo
aumento da sintese de proteinas com pesos moleculares, 90, 70, 35, 32 e 23 kDa,
principamente a p-23, sugerindo que o chumbo pode alterar a sintese protéica de maneira
especifica. O aumento da sintese de algumas proteinas em particular, provavelmente é um
mecanismo de defesa e adaptativo aos efeitos tdxicos.

Buchheim e colaboradores (1994) estudaram a, exposicdo de macacos Rhesus ao
acetato de chumbo no periodo pré e pos natal, seguido por um periodo de intoxicacdo de 32
meses. Seccles de hipocampo foram submetidas a marcacdo com GFAP e vimentina. Os
resultados indicam que astrocitos imaturos ndo sdo capazes de reagir com gliose em resposta a
eXposicao pré e pos natal. A perda da resposta glial devido a baixos niveis de exposicéo ao
chumbo pode resultar em uma diminuicdo da diferenciacdo astrocitéria, mostrando a
permanénciadadgliaradial.

No sistema nervoso dos embrides de Gallus domesticus, a presenca da glia radial no
periodo compreendido entre E9 e E11, evidencia que ainda ndo estava estabelecido o efeito
protetor das células astrogliais. O estagio indiferenciado destas células, acarreta uma maior
destruicdo do tecido neural, principamente nas maiores concentracbes do metal, quando
administradas na menor idade, ocasionando deste modo o aumento no nimero de células

apoptaoticas.
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Considerando a importancia da glia radial no desenvolvimento, estas células estdo
presentes em estagios precoces da ontogenia das aves, e mudancas no ambiente intercelular
devem agir em todo processo de migracéo neuronal ao longo dos prolongamentos radiais para
0S Seus respectivos destinos, alterando a maturacdo dos astrécitos.

Alteraces na migracéo neuronal podem afetar primariamente o desenvolvimento do
cortex cerebral, mas a extensdo e a natureza da regido atingida podem variar intensamente,
ocasionando malformacfes. Anormalidades como a lissencefalia, caracterizada em humanos
por uma diminuicdo do nimero de neurénios, com uma drastica diminui¢do no nimero de
giros no cortex, podem estar associadas com ateracdo na migracdo neuronal (DOBYNS et al.,
1996). Ela pode ocorrer como uma anormalidade isolada ou em associacdo com dimorfismo
facial como o caso de pacientes com lissencefalia Miller-Dieker (ALBRECHT et al., 1996).

Outros agentes podem aterar a migracdo neuronal, sendo gque o etanol, quando
administrado no periodo pré-natal, pode induzir alteragdes na proliferacdo e diferenciacdo de
astrécitos, sugerindo que ele afeta as células gliais radiais, os principais precursores dos
astrécitos e fundamentais no processo de migracéo neuronal (VALLES et al., 1996).

No presente trabalho, ndo foi possivel marcar as células da glia radial em todos os
grupos. Obtivemos resultados positivos apenas no grupo de 150ug[Pb (CH3C02)2], nas duas
idades.

Em nosso material, foram utilizadas varias concentragdes de diluicdo para o anticorpo
primario como 1:20, 1:50, 1:100, 1:200, 1:500 e 1:1000, sendo testados diferentes tempos de
incubacdo, tanto do anticopo primario quanto do anticorpo secundario.

O anticorpo secundario, bem como a strepAvidina, também foram testados em
diversas concentragdes. O protocolo dos resultados positivos obtidos, foram reaplicados tanto

nos controles, quanto na concentracdo de 450ug de [Pb (CH3CO,),], ndo obtendo sucesso.
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Os resultados acima, podem estar relacionados com o anticorpo monoclonal Anti-
Vimentina (DAKO), clone V9, sendo este, préprio para marcar proteinas de vimentina do
filamento intermediério de 57 kDa, integrantes do citoesguel eto de células de vertebrados. De
acordo com o proprio fabricante, em células de espécies de aves como as galinhas
domeésticas, os resultados ainda sdo contraditorios.

O efeito da fixacdo em dcool absoluto ou formol para técnicas de
immunohistoguimicas do filamento intermediério foram analisadas por Alves e colaboradores
(1992) que demonstram a grande reatividade para vimentina quando os tecidos sdo fixados em
alcool, mesmo em amostras estocadas até 60 dias, o formol mostrou-se deletério para
marcagdo com vimentina.

Para estudos do desenvolvimento, Sarnat (1998) verificou que a incubacdo da
vimentina em temperatura ambiente, ou durante a noite em um refrigerador € recomendada a
diluicdo de 1:25 ou 1:50, para evitar falhas na interpretacdo. Ndo se deve intensificar a
temperatura devido a excessiva marcacado, tendo alteracdo dos resultados.

Analisando o conjunto dos resultados obtidos neste estudo, salienta-se a importancia
de enfocar a triade: chumbo-morte celular-células nervosas, em outros estdgios do
desenvolvimento de Gallus domesticus.

Estudos podem ser realizados no periodo pés-natal, utilizando as células astrocitarias,
estabelecendo sua funcéo neuroprotetora na neurotoxicidade do chumbo em aves, afim de
avaiar as alteragdes provocadas pelo chumbo na barreira hematoencefdica. Esta pesquisa
permitiria a correlacdo entre a extensdo das lesbes e possiveis malformagbes, com a
deficiéncia das juncdes endoteliais nos capilares e a maturagdo dos astrocitos.

Outras concentragdes do metal poderiam ser utilizadas, a fim de comparar com
estudos prévios o efeito dose-resposta. Concentragcdes menores do acetato de chumbo seriam

necessarias para que os embrides chegassem a eclodir e que fossem acompanhados durante
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semanas, 0 que abriria possibilidades de estudar o padrdo locomotor destes animais,
verificando alteracbes provocadas pelo chumbo na velocidade da condugcdo nervosa em

membros superiores e inferiores.
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6- CONCLUSOES

No estudo com embrifes de Gallus domesticus, 0 modo o qual 0 ovo é transportado ao
laboratério, 0 seu manuseio, incluindo a abertura da casca e as condi¢fes daincubadora, séo
situagdes que podem causar alteraces em todo processo do desenvolvimento.

O modelo experimental adotado neste estudo torna-se efetivo para a avaiagdo da
neurotoxicidade, pois podemos obter respostas significativas quanto a acdo do metal, no
processo da embriogénese em um periodo de curta duracéo.

O acetato de chumbo quando administrado em estagios iniciais do desenvolvimento
provoca ateracOes irreversiveis, como hemorragias, hidrocefalia, extrusdo viscera e
malformagdes de face, alterando o padr&o normal do desenvolvimento de Gallus domesticus.

Utilizando técnicas como a do TIMM, para marcagéo do acetato de chumbo, pode-se
observar a impregnagéo do metal por todo tecido nervoso, principalmente ao redor do canal
central da medula, porcdo ventral da medula e leptomeninges nas duas concentragOes
observando diferencas quando comparados aos grupos controle.

Com a utilizagdo da técnica para marcar células em apoptose, pode—se evidenciar uma
marcagao acentuada na porcdo ventral, locais correspondentes a regido do funiculo anterior,
na regido do sulco lateral anterior, na coluna anterior e ao redor do canal central da medula
em todos 0s grupos.

Para a glia radial, utilizou-se a imuno-histoquimica para a vimentina, a qual foi
possivel obter marcag&o apenas na concentragcdo de 150pg, nos dois dias de tratamento, sendo
necess&rias maiores adaptagdes para esta técnica, ou em novos estudos utilizar outros

anticorpos para filamentos intermediaios como por exemplo a nestina
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