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Resumo

Os vertebrados apresentam semelhancas nas primeiras fases do desenvolvimento embrionario; assim, a utilizacao
de embrides de aves é de grande relevancia em estudos com compostos quimicos, pois, mesmo mantendo suas
peculiaridades, possuem a mesma complexidade morfologica em relacdo aos embrides de mamiferos. Niveis ele-
vados de manganés podem causar sérios problemas a satde humana, afetando o sistema nervoso central e atuando
de forma neurotoxica. Neste estudo, buscou-se analisar morfologicamente embrides de Gallus gallus, utilizados
como modelo experimental, expostos em diferentes concentracdes de cloreto de manganés e em diferentes pe-
riodos do desenvolvimento para avaliar o efeito toxicoldgico desse metal. Foram utilizados 240 ovos embrionados
divididos em quatro grupos experimentais: Grupo controle 1, ovos fechados, sem intervencdes, Grupo controle
2, injetada solucao salina tamponada com fosfato, veiculo do contaminante, na camara de ar, Grupos 3 e 4 ex-
postos ao cloreto de manganés, nas concentracoes de 50 uM e 100 pM, respectivamente. Os embrides de quatro
dias foram coletados, fixados em Carnoy, corados com Carmalimen de Mayer e montados em lamina histologica,
e os embrides de sete dias foram coletados, fixados em solucdo ALFAC e preservados em alcool 70% para serem
analisados. Os resultados demonstraram que os embrides de Gallus gallus expostos ao cloreto de manganés nas
concentracoes utilizadas nao apresentam malformacdes no desenvolvimento embrionario quando comparados com
o grupo controle. Sugere-se a realizacao de estudos adicionais utilizando-se maiores concentracoes de cloreto de
manganés para poder descartar a possibilidade de sua acdo teratogénica durante o desenvolvimento embrionario.
Palavras-chave: Desenvolvimento embrionario. Gallus gallus. Cloreto de manganés. Analise morfologica.

1 INTRODUCAO

0 manganés (Mn) é considerado um dos metais mais abundantes; é encontrado em grande escala na
crosta terrestre, assim como em rochas, solos, agua e alimentos. No Brasil, é considerado um recurso natural
importante, pelas reservas existentes e como matéria-prima para producéo do aco e ferroligas, assim como é utili-
zado em industrias para producao de pilhas eletroliticas, eletrodos para solda, ceramica, ligas especiais, produtos
quimicos e vidro (MARTINS; LIMA, 2001; NEVES; MENDONCA JUNIOR; MOREIRA, 2009).

Para a saude humana, o manganés é um micronutriente essencial, porém, quando em niveis elevados no
organismo, desencadeia uma desordem neurologica. Os problemas de salde relacionados a exposicao a altos niveis
de manganés resultam em um quadro cronico da doenca conhecida como manganismo, doenca similar aos sintomas
do Parkinson, afetando varias funcdes neurologicas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1999). Ha grande preocupa-
cdo com a exposicao ao manganés, pois os sintomas de toxicidade podem aparecer lentamente, ao longo de meses
ou anos, e, ainda, sofrer influéncia de acordo com a espécie atingida, a forma de exposicao e a maneira como o

organismo responde a intoxicacdo. O Mn apresenta potencialidade em penetrar a barreira hemato-encefalica e
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atravessa em quantidade limitada a membrana placentaria durante o periodo gestacional, assim, permitindo atin-
gir o feto em desenvolvimento (AGENCY FOR TOXIC SUBSTANCES AND DISEASE REGISTRY, 2008).

Niveis elevados de exposicao ao Mn causam mudancas no comportamento e diminuicdo no aprendizado.
Em alguns casos, tais niveis de exposicdo tém sido suspeitos de causar sintomas severos da doenca manganismo,
incluindo dificuldade em falar e andar. Ha evidéncias de que a exposicao ambiental excessiva ao Mn tem efeito
na cognicao das criancas e também na funcao intelectual materna (MENEZES FILHO, 2009). Porém, em relacao ao
periodo embrionario, nao ha estudos que esclarecam a possivel toxicidade em embrides expostos a niveis elevados
de manganés.

Até o momento nao se tem como confirmar a toxicidade do cloreto de manganés durante o desenvolvi-
mento embrionario. Assim, é relevante a analise morfologica de embrides de Gallus gallus usados como modelo
experimental, expostos em diferentes concentracdes de cloreto de manganés, em diferentes periodos de desen-

volvimento embrionario, para avaliar o efeito toxicoldgico desse metal.

2 MATERIAL E METODOS

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica de uso em Animais da Universidade do Oeste de Santa

Catarina sob a extensao do Protocolo n. 005/2012. Para o experimento, foram utilizados ovos fertilizados de Gallus
gallus higienizados, e, em seguida, foi realizada a analise de rachaduras na casca e separados por equivaléncia
de peso. Foram utilizados 240 ovos, sendo que 120 foram abertos ap6s quatro dias de incubacao, e 120, apos sete
dias de incubacao.

Para analise dos embrides com quatro dias de incubacao, foram utilizados 120 ovos, 30 destes foram uti-
lizados para o controle sem perfuracao da casca (controle fechado), 30 ovos injetados com o veiculo controle PBS
(tampao fosfato-salino utilizado para diluir e inocular o cloreto de manganés), 30 ovos injetados com o cloreto de
manganés a 50 pM e 30 ovos injetados com 100 uM de cloreto de manganés.

Para os embrides com sete dias de incubacao, foram utilizados 120 ovos, 30 destes para controle fechado,
30 como controle de PBS, 30 contaminados com cloreto de manganés na concentracdo 50 pM e 30 contaminados
com 100 pM. Foi realizada a perfuracdo da casca do ovo na regido da camara de ar, com agulha mais espessa para
facilitar a entrada da agulha de insulina para administracao do cloreto de manganés e PBS na vesicula vitelinica,
posteriormente o orificio foi fechado com uma fita adesiva. Apos foram submetidos a incubacao a 37 °C, umidade

relativa de 65 a 75%, em ambiente asséptico.
2.1 ANALISE MORFOLOGICA

2.1.1 Embrides com quatro dias de incubacao

Para analise morfologica dos embrides com quatro dias de incubacao, foi utilizada a técnica de monta-
gem total. Noventa e seis horas ap0s a incubacao, os ovos foram abertos e seus discos embrionarios recortados com
o0 auxilio de tesoura e pinca. Posteriormente, foram transportados para placa de Petri contendo PBS. Os embrides
foram lavados em PBS para remover o excesso de vitelo.

Sobre o disco embrionario foi colocado um papel filtro retangular com um recorte em forma de losango
na regido central encaixada exatamente sobre o embrido, para manté-lo distendido e submerso na solucéo fixa-
dora. Em seguida, os embrides foram fixados em solucao fixadora de Carnoy, por 2 horas a temperatura ambiente

em uma placa de Petri fechada.




Apds a fixacao, os embrides passaram por uma lavagem em agua destilada e colocados em etanol 70%,
onde permaneceram por 12 horas. Para a coloracdo, os embrides foram hidratados em agua destilada por 10 mi-
nutos e submersos no corante Carmalimen de Mayer por aproximadamente 48 h. Depois de corados, os embrides
foram desidratados em série alcoolica crescente (etanol a 70%, 80%, 95%, 100% | e 100% II; 10 min em cada banho)
e, em seguida, diafanizados em dois banhos consecutivos de xileno (xilol), por 10 min cada.

Para a montagem das laminas permanentes, foi utilizada a resina Permount®. Apos a confeccao das
laminas, a analise morfologica foi realizada em microscopio de campo claro Bioval e fotografadas com camara

digital.

2.1.2 Embridées com sete dias de incubacao

Os ovos que permaneceram por sete dias na incubadora apos a exposicao, foram abertos e, com auxilio
de pinca, foram retirados os embrides com suas membranas anexas. Posteriormente, os embrides foram removidos
das membranas e lavados com PBS. Visando facilitar a entrada do fixador nos embrides, foram realizadas duas
perfuracées com agulha, uma na porcao cefalica e outra na porcédo caudal.

Em seguida, os embrides foram fixados em solucao ALFAC (85 ml de etanol 80%, 5 ml de acido acético
99,7% e 10 ml de formol 37%), por 6 horas em temperatura ambiente, apos, transferidos para etanol 70%. Poste-
riormente, os embrides foram analisados com auxilio de estereomicroscopio Quimis. Apds as analises morfologicas,

os embrides foram mantidos em etanol 70%.

2.1.3 Determinacao do estadio embrionario

O estadio de desenvolvimento embrionario foi determinado de acordo com o nimero de somitos e com

as caracteristicas descritas em cada estadio, segundo Hamburger e Hamilton (1951).

3 RESULTADOS

3.1 EMBRIOES COM QUATRO DIAS DE INCUBACAO

As analises do desenvolvimento embrionario foram constituidas por todos os embries vivos no momento
da abertura dos ovos, até mesmo aqueles com as membranas rompidas. No grupo controle fechado, 90% dos ovos
incubados continham embrides vivos, no grupo controle injetado com PBS, 97%, e os embrides expostos ao cloreto
de manganés (50 pM e 100 pM) apresentaram taxas de 97% e 93,3%, respectivamente.

Os estadios embrionarios foram determinados considerando-se o nimero de somitos, desenvolvimento do
sistema nervoso central e dos membros e estruturas em geral, segundo Haburguer e Hamilton (1951). Foi possivel
determinar quatro estadios embrionarios (17, 18, 19 e 20), com o predominio de embrides no estadio 20, conforme
Tabela 1.

Alteracoes morfologicas foram observadas no inicio do experimento em apenas um embrido do grupo con-
taminado com o cloreto de manganés na concentracdo 50 pM, em que apresentou estadio embrionario atrasado,
alteracdes no encéfalo, propriamente dito no mesencéfalo, prosencéfalo e rombencéfalo, assim como alteragao
nos olhos; nao ocorreram repeticdes dessas alteracoes.

Até o final do estudo ndo ocorreram alteracoées morfologicas no desenvolvimento embrionario dos em-
brides de Gallus gallus pertencentes ao grupo controle, grupo PBS, grupo exposto nas concentra¢ées de 50 uM de

cloreto de manganés e 100 pM de cloreto de manganés.




Tabela 1 - Estadios embrionarios dos embrides com quatro dias de incubacao

ESTADIO EMBRIONARIO CONTROLE PBS 50 uM MnClL 100 pM MnClL TOTAL

17 HH 1 1(0,84%)

18 HH 1 2 1 4(3,33%)

19 HH 12 11 9 15 47(39,16%)
20 HH 13 16 17 11 57(47,50 %)
Embrides que romperam membrana 1 2 1 4(3,33%)
Embrides que nao desenvolveram 3 1 1 2 7(5,84%)
Total de embrides 30 (25%) 30 (25%) 30 (25%) 120 (100%)

Fonte: os autores.

Imagem 1 - Embrides expostos ao cloreto de manganés incubados por quatro dias
I L] |

Fonte: os autores.

Nota: A) Individuo exposto a 50 pm de cloreto de manganés no estadio 17HH de desenvolvimento com alteracdo no mesencé-
falo, prosencéfalo, rombencéfalo; B) Individuo exposto a 100 pm de cloreto de manganés no estadio 20HH de desenvolvimen-
to, com caracteristicas morfologicas normais.

3.2 EMBRIOES COM SETE DIAS DE INCUBACAO

Os estadios embrionarios foram determinados considerando-se o desenvolvimento do sistema nervoso
central, dos membros e estruturas em geral, segundo Hamburguer e Hamilton (1951). Foi possivel determinar cinco
estadios embrionarios (26, 27, 28, 29 e 30), com o predominio de embrides no estadio 29 e 30, conforme Tabela 2.

Foram observadas alteracées morfoldgicas em diferentes grupos no inicio do experimento; no grupo con-
trole fechado um embrido apresentava apenas um olho, no grupo com contaminacao de cloreto de manganés na
concentracao 50 pM foi observado um embriao com malformacao no olho, outro com malformacao no encéfalo. No
grupo controle PBS foram observados dois embrides de gémeos siameses. Até o término do experimento as altera-

¢coes morfoldgicas nao foram visualizadas em nenhum grupo estudado.




Tabela 2 - Estadios embrionarios dos embrides com sete dias de incubacao

ESTADIO EMBRIONARIO

CONTROLE

PBS

50 A MnCL 100 uM MnCl

TOTAL

26 HH
27 HH
28 HH
29 HH
30 HH

Embrides que nao desenvolveram

1
1
5
8
13
2

3 1
- 2
7
11
8

1

6 (5%)
4 (3,33%)
29(24,17%)
40 (33,33%)
37(30,83%)
4(3,33%)

Total de embrides

30 (25%)

30(25%)

120 (100%)

Fonte: os autores.

Imagem 2 - Embrides expostos ao cloreto de manganés incubados por sete dias
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Fonte: os autores.

Nota: A) Embridao de gémeos siameses pertencente ao grupo controle PBS; B) Embriao exposto a concentracao de 100 uM de
cloreto de manganés no estadio embrionario 29HH, com caracteristicas normais; C) Embrido exposto a concentracao de 50
UM de cloreto de manganés com malformacao da vesicula e placoide dptico. D) Embridao exposto a concentracao de 50 pM de
cloreto de manganés no estadio embrionario 30 HH, com caracteristicas normais.

4 DISCUSSAO

0 embrido de Gallus gallus € um bom modelo animal utilizado em estudos de embriologia comparada e
biologia do desenvolvimento, principalmente no que diz respeito a agentes teratogénicos, pois sdo sensiveis aos
agentes quimicos. Ainda, sao de facil obtencao e manuseio, apresentam desenvolvimento embrionario em curto
periodo, além de apresentar a praticidade em realizar o monitoramento e analises, uma vez que seu desenvolvi-
mento é bem documentado (WOLPERT et al., 2000; GILBERT, 2003; HAMBURGER; HAMILTON, 1951). Os embrides

com quatro dias de incubacao apresentam maior sensibilidade em seu manuseio, necessitando de cuidados, prin-

cipalmente, no momento de abertura da casca do ovo, em que pode ocorrer o rompimento do disco embrionario

e posterior perda do embriao.

Neste estudo, os embrides apresentaram um baixo grau de mortalidade, uma vez que poucos nao se
desenvolveram, provavelmente porque as galinhas matrizes dos planteis avicolas de onde se recebiam os ovos por
meio de doacdo eram de boa qualidade, o que é imprescindivel para um bom desenvolvimento embrionario. Os
nutrientes essenciais para um bom desenvolvimento embrionario sao provenientes da composicao quimica do ovo;
este fator é alterado de acordo com a idade da ave (SCHMIDT; FIGUEIREDO; AVILA, 2003). Segundo Campos (2000),
o envelhecimento da ave influencia diretamente em sua fertilidade e na taxa de eclosao de ovos.

As malformacoes ocorridas no inicio do trabalho foram verificadas em alguns embrides dos grupos es-
tudados (controle, PBS, 50 pM), com quatro e sete dias de incubacdo. Essas alteracdes estavam relacionadas a
formacao do encéfalo e a morfologia geral do embrido, entretanto em baixo percentual quando comparadas ao
numero total de embrides utilizados; até o término do estudo ndao foram mais encontradas essas repeticoes de

malformacdes embrionarias. Para que se tenha a confirmacdo da malformacao e o que esta representa, as repeti-




coes devem acontecer, dessa forma, distingue-se o padrao patologico do normal (SCHATZ, 2003). Segundo Carlson
(1996), quando se trabalha com o desenvolvimento embrionario, as falhas sao inerentes.

Houve alteracdes no sistema nervoso central em alguns embrides do grupo controle fechado e controle
PBS, sendo que estas podem estar relacionadas com erros genéticos intrinsecos ao desenvolvimento embrionario.

Os defeitos relacionados a malformacdes com bases genéticas ou aberracées cromossdomicas podem ocorrer mesmo

que o embrido se encontre em um ambiente normal (GOMEZ DUMM, 2006).

No decorrer do trabalho ocorreu mudanca do local onde a chocadeira ficava armazenada, passando para
uma sala com mais circulacao de ar e, consequentemente, com temperatura mais amena. Os embrides que apre-
sentaram malformacoes no inicio do estudo foram incubados no primeiro local, e os demais, que nao apresentaram
essas repeticoes de malformacdes embrionarias, foram incubados no segundo local. A partir do exposto, supde-se
que houve influéncia no que se diz respeito a temperatura da sala de armazenamento e a insuficiéncia de venti-
lacao, havendo a necessidade de troca de CO2 do interior da chocadeira com 02 presente no local externo, que,
nesse caso, Nao apresentava as condicOes ideais para isso. Segundo Lauvers e Ferreira (2011), com o sistema de
ventilacdo, consegue-se renovar o ar do ambiente, reduzir o gas carbonico, microrganismo, dessa forma, refletin-
do no controle sanitario do incubatério.

A chocadeira tem por finalidade controlar as variaveis para uma boa incubacao e que interferem dire-
tamente no desenvolvimento embrionario, como temperatura, umidade relativa, ventilacdo e viragem dos ovos.
Nesse modelo utilizado para o experimento ndo se tem como aprovar todas essas variaveis, ou, até mesmo, se
houve queda de energia em algum momento da incubacao, consistindo um fator de extrema influéncia. A tempera-
tura e suas oscilacdes é o fator decisivo para o desenvolvimento do embrido e na determinacao da eclodibilidade
(ALDA, 1994).

Segundo Martin et al. (1996), as variaveis ambientais durante a incubacao podem induzir a progressiva
degeneracao somatica e a instabilidade homeostatica, comprometendo a chance de sobrevivéncia do embriao.
Esta condicao pode ocasionar a morte do organismo ou alterar respostas fisiologicas, o que pode acarretar a dimi-
nuicao do desenvolvimento ou um desenvolvimento anormal (BOLELI, 2003).

Observou-se que a maioria dos embrides nao apresentou alteracées morfologicas; as concentracdes uti-
lizadas neste estudo de 50 pm e 100 pm de cloreto de manganés podem ser baixas para confirmar a toxicidade
nesse modelo animal utilizado. No estudo realizado com o mesmo modelo animal e as mesmas concentracoes de
contaminante houve significativo grau de alteracdes morfologicas, porém o indice elevado de falhas foi justificado
supondo que elas poderiam ser decorrentes do transporte, manuseio, abertura da casca e condicdes da incubado-
ra, além de apresentarem alta taxa de mortalidade do grupo geral estudado (DEBIASI, 2011).

Comparando-se as concentracdes de cloreto de manganés utilizadas em outros estudos, com o modelo
animal Drosophila melanogaster, notam-se alteracoes que foram observadas utilizando concentracées maiores,
sendo de 0,1 mM, 0,5 mM e 1 mM de cloreto de manganés (TERNES, 2014).

Importante ressaltar que mesmo que os embrides nao apresentem alteracoes morfologicas, esses indi-
viduos podem sofrer complicacdes comportamentais e locomotoras apos o nascimento, segundo a literatura. No
estudo realizado por Ternes (2014), verificou-se que as moscas expostas ao cloreto de manganés nao apresentaram
perdas locomotoras, ao contrario, foram mais ageis no teste comportamental, indicando um possivel comporta-
mento hiperativo. Segundo Menezes Filho (2009), a exposicdo ao manganés esta relacionada com implicacdo na
cognicao das criancas. Apds a exposicao a elevados niveis de manganés, os seres humanos apresentam compli-
cacoes no sistema nervoso, assim como sintomas relacionados ao comportamento, dificuldade de andar e falar,
movimentos lentos e desajeitados (AGENCY FOR TOXIC SUBSTANCES AND DISEASE REGISTRY, 2008).




Neste estudo os resultados evidenciam que em embrides de Gallus gallus expostos a concentracoes de 50
e 100 puM de cloreto de manganés nao houve alteracdes morfologicas no desenvolvimento do embrido; assim, o clo-
reto de manganés nao tem efeito teratogénico sobre o embrido nessas concentracdes. Entretanto, sdo necessarios
estudos adicionais, em outros estadios de desenvolvimento embrionario e em maiores concentracoes de cloreto de
manganés, assim como em outros modelos animais para se fornecer melhor entendimento sobre os efeitos desse

contaminante.

5 CONCLUSAO

Por meio das analises morfologicas ndo foi possivel observar alteragdes nos embrides de Gallus gallus
expostos nas concentragdes 50 uM e 100 uM de cloreto de manganés, incubados por quatro ou sete dias; assim, o
cloreto de manganés nas concentragdes utilizadas nao apresentou efeito teratogénico.

Sugere-se a realizacao de estudos adicionais utilizando-se maiores concentracoes de cloreto de manga-

nés para poder descartar a possibilidade de sua acao teratogénica durante o desenvolvimento embrionario.

Morphological analysys of gallus gallus embrionary development submitted to the chloride of manganese
Abstract

The vertebrates present similarities in the first embrionary development phases; thus, the use of birds’ embryos
has a great relevance in studies with chemical compounds, because even keeping its peculiarities, they hold the
same morphological complexity in relation to mammals’ embryos. High levels of manganese can cause serious
problems to the human health, affecting the central nervous system and acting in a neuraltoxic way. In this study,
it was searched to analyzes morphologicaly embryos of Gallus gallus used as experimental model, exposed in dif-
ferent concentrations of chloride of manganese and in different periods of development to evaluate the toxilogi-
cal efect of this metal. It was used 240 embryonated eggs divided in four experimental groups: Group control 1,
closed eggs, no interventions, Group control 2, injected saline solution buffered with phosphate, contaminant
mean, in the air assembly, Groups 3 and 4 exposed to the chloride of manganese, in the concentrations of 50 uM
and 100 uM, respectively. The four-days embryos were colected, fixed in Carnoy, blushed with Mayer Carmalimen
and set in a histological blade and, the seven-days embryos were colected, fixed in ALFAC solution and preser-
vated in alcohol 70% to be analyzed. The results showed that the Gallus gallus embryos exposed to the chloride of
manganese in the used concentrations hasn’t shown bad formation in the embryonic development when compared
to the group control. It is suggested the realization of aditional studies using major concentration of chloride of
manganese to be able to discard the possibility of its teratogenical action during the embryonic development.
Keywords: Embryonic development. Gallus gallus. Chloride of manganese. Morphological Analysis.
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