UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
| CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM NEUROCIENCIAS E COMPORTAMENTO
ORIENTADORA: PROF®. DR* YARA MARIA RAUH MULLER

ESTUDO DA AGAO DE FATORES FiSICOS E QUiMICOS SOBRE A
MORFOGENESE DE EMBRIOES DE Gallus gallus domesticus, COM
ENFASE NO DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

PAULO FERNANDO DIAS

FLORIANOPOLIS, AGOSTO DE 1996



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM NEUROCIENCIAS E COMPORTAMENTO
ORIENTADORA: PROF". DR* YARA MARIA RAUH MULLER

ESTUDO DA AQAO DE FATORES FiSICOS E QUIMICOS SOBRE A
MORFOGENESE DE EMBRIOES DE Gallus gallus domesticus, COM
ENFASE NO DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

PAULO FERNANDO DIAS

Dissertagdo submetida como requisito
parcial para obten¢do do grau de Mestre
em Neurociéncias e Comportamento.

FLORIANOPOLIS, AGOSTO DE 1996



ESTUDO DA ACAO DE FATORES FISICOS E QUIMICOS SOBRE A

MORFOGENESE DE EMBRIOES DE Gallus gallus domesticus, COM
ENFASE NO DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

PAULO FERNANDO DIAS
Esta dissertagdo foi julgada adequada para a obtencéo do titulo de
MESTRE EM NEUROCIENCIAS E COMPORTAMENTO

na area de Neurofisiologia e Comportamento Aprovada em sua forma final
pelo Programa de Pés-Graduagio em Neurociéncias e Comportamento.

Orientador

q)am W )ario /ng rOa//éa

Yara Marfa Rauh Miller

Coordenédor do Curso

Odival Cezar Gasparotto

Banca Examinadora

Uara )f)a,ua, Pm/ N

Yara Maria Rauh Nuller (Presidente)

%/ Hiroko Nitta

Jo ¢ Carlos Fnad Padilha




A minha mie,
a memoria de meu pai
e a minha filha Virginia.

A Gé, minha esposa, por sua constante
colaboragéo, paciéncia e dedicagéo.



“Realidade é esta coisa que estd al do lado de fora do
nosso corpo. Fluindo sem parar, realidade é esta
ilusdo dos sentidos, é esta cachoeira de signos,
realidade é esta incessante explosdo de DNA que vai
gerando vida, ... formas que tem de se reproduzir e
que nos perseguimos atrds, tentando interpretar. A
galdxia, o sentimento do amor, a fome, o cristal, o
sangue e o medo, o esperma e 0 ovo, todos estdo num
fluir, sem rumo.”

(A’;'*nald‘o Jabor)



AGRADECIMENTOS

Agradego & Professora Dra. Yara Maria Rauh Miiller pelo apoio e incentivo

dados a este estudo e por sua orientagio e dedicagdo, no decorrer deste trabalho e do Curso.

Aos Professores do Curso de Pods-Graduagdo em Neurociéncias e

Comportamento, pelos conhecimentos transmitidos e-pelo companheirismo.

Em especial, ao Professor Pedro Barbetta por sua colaboragdo nos

. procedimentos estatisticos.

Aos Professores do Departamento de Zootecnia do Centro de Ciéncias Agrarias,

pelo fornecimento do material para estudo.

Aos colegas e amigos do Laboratério de Embriologia, pelo apoio recebido

durante todas as etapas do trabalho.

Ao Sr. Nivaldo Manoel Vicente por sua prestimosa colaborag@o na Secretaria do

Curso.

A CAPES, pelo apoio financeiro dado através do Curso.



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS . ...ttt e e viii
LISTADE TABELAS ..ottt Xi
RESUMO ..ttt s re e e s e e et e e e sabb e e e enreeeenbeseseatess xii
ABSTRACT ............................................................................................................. X1v
INTRODUGAO ..o 1
1. OBJIETIVOS ..ottt 18
1.1. Objetivo Geral ...........cooviiieiiiiiiiiceee e e 18
1.2. Objetivos €SPEEITICOS .....eeruiieuiieiieiierie ettt 18
2. MATERIAL E METODO ....ccooooiiiiiiiiiieeieeeeeee s 19
2.1, MAErial de €StA0 ...vvvvvoooooooooooe oo 19
2.2. Metodologia .............c.ooiiiiiiiiiiiic s 20
2.2.1 Condigdes de InCubaGAO .........cc.oeeiiiiiiiiiiiii e, 20
2.2.2. Manuseio e analise do material de estudo ....................cccooooeiniiiines. RSO 20
~ 2.2.3. critérios utilizados na caracterizagdo da morfogénese ...................coeveevennnnne. 26
2.2.4. FOtOZrafias ........cccceiiiieiiieieeeieectr et RRRTT, 28

2.2.5. Estudo descritivo dos 1€SUItAdOS .....ooveeeeeeeieeeeeeeeeeeeeee e 29



3. RESULTADOS ..ottt et 30

3.1. Analise das unidades amMOSHIAIS ....................oueevivieveuieeieeeieeeeeeeeeee e, 32
3.1.1. Periodo de 24h .......... et ee e RS RasS R st 32
3.1.2. Perfiodo de 90N .......ccoooiiiiiiiic e 33
3.2. Caracterizag@o dOs €IMDIIOES ............oouvveviiieiieeeeeeeeeee e e ees e eeeeeeaee 34
3.2.1. Discriminagdo dos embrides normais entre as modalidades de incubagio ....... 34

3.2.2. Discriminagdo dos embrides malformados entre as modalidades de incubagdo 34

3.2.3. Descrigdo das categorias de alteragdes da forma registradas nos embrides

malformados ..............c.......... e 35
3.3. Analise dos niveis de mOrfOgENESE ............c..oovvvveiiiiueeeieeeereeeeeeeeeeee e, 42
4. DISCUSSAOQ ..o, s 58
5. CONCLUSAO ....oovmiiiiiiieiieee e ee et s st s e s seee s, 80
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...........ouoeiieeeeeeeeeeeeeeeeseceeeesee e, 82

vii



FIGURA 1 -

FIGURA 2 -

FIGURA 3 -

FIGURA 4 -

FIGURA S -

FIGURA 6 -

FIGURA 7 -

LISTA DE FIGURAS

Eventos marcantes do desenvolvimento de Gallus gallus domesticus,
em relagdo aos estadios descritos por Hamburger & Hamilton (1951),
o respectivo tempo de incubagdo padrio, os periodos de cultura
intercalados aos procedimentos e esquemas relativos a forma
embriondria béasica, nos periodos de 24h, 48h, 72h, e 96h de
incubagio.

Diagrama representando o nivel aproximado em que foram aplicadas
as perfuragbes. e injegdes (asteristicos sobre a linha pontilhada
transversal a linha anterior do embrido).

Freqiiéncia dos embrides normais e malformados e numero de indivi-
duos da amostra, entre as modalidades de incubagdo (i), (a), (R1),
(R2) (A), (R), (T1) e (P), ap6s o periodo de 96h.

Freqii€ncia absoluta do padrdo de malformagdo “Sphinx-shaped” nas
modalidades de incubagdo T1, R2, P, 12, 11 e

Freqii€ncia absoluta do padrio de malformagio “Flsh-shaped” em
relagdo as modalidades de teste R, RI, I1 e P.

Freqiiéncia relativa dos niveis morfoldgicos de 1 a 5, em todas as
categorias de forma embrionaria, registradas nas diversas
modalidadades de incubagio.

Intervalos para médias (95% de confianga) de nivel morfolégico para
as modalidades de incubagdo: i, A, a, R, R1,R2, 1, I, 12, P, T1, T2.

23

25

33

38

38

43

46



FIGURA 8 -
FIGURA 9 -
FIGURA 10 -
FIGURA 11 -
FIGURA 12 -

FIGURA 13 -

FIGURA 14 -
FIGURA 15 -

FIGURA 16 -

FIGURA 17 -

FIGURA 18 -

FIGURA 19 -

Meédias de nivel morfolégico maximo por embrido de Gallus gallus
domesticus. : :

Freqiiéncia de embrides referidos por nivel de morfogénese maximo
modalidades: i, a, A, R, Rl e R2 (a), e T1, P, 12, I, I1 e T2 (b).

Esquema interpretativo dos 5 niveis de morfogénese, quanto a
integridade do sistema nervoso central e ao tempo relativo ao
desenvolvimento embrionario, de acordo com os resultados obtidos
no presente estudo.

Embrido normal de Gallus gallus domesticus (72h), estadio 12HH;
controle 1 - (A) Alantéide; (F) Flexura cervical, (MS) Mesencéfalo ¢
(V) Vesicula 6ptica. Aumento 42 X.

Embrido normal de Gallus gallus domesticus (84h), estadio 20HH,
controle 1 - (M) Membros posteriores, (BC) Botio caudal. Aumento
32 X.

Embrido normal de Gallus gallus domesticus (96h), estadio 23HH,
controle 1 - (M) Membros superiores, (C) Curvatura dorsal. Aumento
28 X.

Embrido de Gallus gallus domesticus, malformados; teste A-(R) Erro
de rotagdo; (C) Auséncia de botdo caudal. Aumento 20 X.

Embrido de Gallus gallus domesticus, malformados; teste RI - (F)
Erro de rotagdo; (C) Auséncia de botdo caudal. Aumento 42 X.

Embrido de Gallus gallus domesticus, malformado; teste 12 - (A)
Assimetria da vesicula optica e (R) Redugdo do botdo caudal.
Aumento 20 X.

Embrido de Gallus gallus domesticus malformado; teste 12 - (O)
Anormalidade 6ptica. Aumento 20 X.

Embrido de Gallus gallus domesticus, malformado; teste T1 - (DA)
Dismorfismo anterior e (DP) Dismorfismo posterior - auséncia de
membros posteriores. Aumento 28 X.

Embrido de Gallus gallus domesticus, malformado; teste P - (DA)

Dismorfismo anterior; (DP Dismorfismo posterior e (C)
Anormalidade cardiaca. Aumento 70 X.

1x

47 -

48

- 49

50

50

51

51

52

52

53

53

54



FIGURA 20: -

FIGURA 21 -

FIGURA 22 -

FIGURA 23 -

FIGURA 24 -

FIGURA 25 -

FIGURA 26 -

Embrido de Gallus gallus domesticus, malformado; teste P -
Nanismo; (P) Protusio e (C) Anormalidade cardiaca. Aumento 70 X.

Embrido de Gallus gallus domesticus, malformado; teste I - Padrio
X.

Embrido de Gallus gallus domesticus, malformado; teste 1 - Padrio
“sphinx-shaped”. (C) Proje¢do ceféalica. Aumento 140 X.

Embrido de Gallus gallus domesticus, malformado, teste R2- Padrio
“sphinx- shaped”. (I) Ilhotas sangiiineas. Aumento 84 X.

Embrido de Gallus gallus domesticus, malformado; teste P - Padriio
“fish-shaped”. (C) Auséncia de cauda e (F) Erro de flexura. Aumento
28 X. ‘

Embnido de Gallus gallus domesticus, malformado, teste R2-
Teratoma. Aumento 84 X.

Embnido de Gallus gallus domesticus, malformado; teste RI -
Duplicidade. Aumento 84 X.

“sphinx-shaped”, regido dorsal. (C) Projegfio cefalica. Aumento 84 -

54

55

55

56

56

57

57



TABELAT -

TABELA I -

TABELA I -

TABELA 1V -

TABELA V -

TABELA VI -

LISTA DE TABELAS

Modalidades de incubagdo, simbologias e respectivos
procedimentos desenvolvidos no presente estudo, com ovos de
Gallus gallus domesticus. :

Relagdo do numero, percentagem de incubagdo, e das frequéncias
absoluta e relativa de ovos e dos embrides fixados em cada
modalidade de incubagio.

Relagdo da média de idade embrionaria (h), média geral e respectivo

estadio de desenvolvimento de Gallus gallus domesticus, registrado

em cada modalidade de teste, no periodo de 24h de cultura.

Freqii€ncia de embribes normais (NOR) e das categorias de
malformagio, em relagdo a todas as modalidades de incubagdo

(Mod), com os respectivos totais (Tot).

Tamanho das amostras, médias £ desvio padrdo, medianas e modas
do nivel de morfogénese referente a todas as categorias de forma
embrionaria, observadas nas modalidades de incubagio controle (i)
e testes (A, a, R, RI, R2L I1, I2, P, Tl e T2).

Tamanho das amostras, médias + desvio padrio, medianas e modas
referentes ao nivel morfogenético maximo, definido pelas categorias
de forma em cada embrio.

21

31

32

36

43

44



RESUMO

Objetivando investigar a agdo de fatores fisicos e quimicos nos processos
envolvidos na morfogénese do sistema nervoso central de Gallus gallus domesticus,
através da manipulagéo do ectoderma e neuroectoderma e das estruturas deles derivadas,
foram incubados ovos por 96h, 163 dos quais apresentaram desenvolvimento, sendo os
embrides analisados e fixados. Corln excessdo de ovos mantidos intactos (1), os demais
foram preliminarmente analisados ao final de 24h de incubagdio e manuseados com os
testes de abertura da casca (A) e perfuragéo com agulha (a), ou inje¢do de um volume de 5
ul de uma das substincias: Ringer 100% (R), a 25% (R1) € a 6,25% (R2); insulina 0,5U
(), 0,125U (I1) € 0,031U (12); PBS 10mM (P) e tunicamicina 150pg/ml (T), 15pg/ml (T1)
e 0,66ug/ml (T2), na area pelicida adjacentemente as dobras neurais. Apds o periodo
complementar de 72h em estufa, os individuos foram analisados sob estereomicroscopio €
registrados por modalidade de incubagdo quanto & forma embriondria, normal ou
alterada, respectivamente 22,1% e 77,9%. Os embrides foram caracterizadas segundo
categorias e classificadas de acordo com um protocolo, em 5 niveis de morfogénese: 1° -
normal (13%), 2° - alteragdes de posigdo (21%), 3° - dismorfismo localizado por regi?lo ou
campo morfogenético (32%), 4° - dismorfismo generalizado (30%) e 5° nivel -

anormalidade de centro organizacional ou de eixo corporal (4%), sendo os dados
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organizados em sumério estatistico e submetidos a comparagdo de médias. A ANOVA (p<
0,05)‘ ¢ 0 método de comparagdes multiplas evidenciaram que as médias das modalidades
(i) e (a), referentes aos menores niveis morfogenéticos (1° e 2°), sdo significativamente
diferentes das concernentes aos demais testes e que as modalidades (I), (I1) e (T2),
mostraram médias de nivel morfogenético, superiores ao 4° nivel. O 3° e 4° niveis de
dismorfismos foram predominantes em frequéncia, sobre os demais, tendo sido alterado o
padrdo do desenvolvimento, provavelmente dentro das 24h subsequentes ao tratamento,
indicando que neste periodo, os destinos das camadas celulares n3o se encontram
absolutamente determinados. Caracterizaram-se 2 padrdes de malformagdo, "fish e sphinx
- shaped" e sendo o 1ltimo, vinculado as 3 doses de insulina, o que confirma e estende
dados da literatura, quanto & agfo desta substdncia, a qual modificou o ritmo de
desenvolvimento e alterou acentuada e regionalizadamente a forma do corpo e da area
vasculosa dos embriGes. Embora as demais categorias de malformagdo nio se mostrem
etiologicamente associadas a um fator especifico, a metodologia evidenciou que os fatores

fisicos e quimicos interagiram com 0s processos epigenéticos no periodo embrionario.



ABSTRACT

The action of physical and chemical factors in morphogenetic processes of the
Gallus gallus domesticus central nervous system was investigated through ectoderm,
neuroectoderm manipulation and their derived structures. The control eggs (i) were
incubated intactally for 96h uninterruptelly. The others were analysed after 24h of
incubation, tested with opening shell (test A) and perfurated with needle (test a) or injected
with a volume of 51 of one of the substances: Ringer, pH 7,2, 100% (test R); 25% (R1);
6,25% (R2); insulin 0,5 U (I); 0,125 U (1) and 0,031U (12), PBS 10mM (P) and tunicamycin
150 ng/ml (T); 15ug/ml (T1) and 0,66 pg/ml (T2) in the pellucida area adjacent to neural
folds. The embryos analysed through stereomicroscopy (20 x) and characterized éccording
to the normal morphology (36/163) or altered (127/163) were classified according to the
morphogenetic levels: 1st - normal (13%); 2nd - alteration of position (21%); 3rd -
dismorphism located according morphogenetic field or region (32%); 4th - generalized
dismorphism (30%) and 5th - abnormality of the organizational center or corporal axis (4%).
The "ANOVA" (p < 0,05) and the multiple range method, evidence the diferences among
the (i) and (a) levels average and the other tests. The (I) (I1) and (T2) tests, showed averages
related to the fourth morphogenetic level. The levels 3 and 4, the most frequent, indicate -
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susceptibility to those factors, immediately after the treatments, and that even after 24h of
incubation the destination of the layers are not definitely determined in the blastoderm.

Two malformation patterns were identified, "fish" and "sphinx - shaped". The
last one is linked to the insuline action, that retarded the embryo growth it and altered the

embryonic shape.



INTRODUCAO

A origem e o desenvolvimento dos organismos hd muito suscitaram a
curiosidade do espirito humano, possivelmente refletindo o interesse acerca da sua prépria
existéncia. Embora estudos com embriGes remontem & Grécia antiga, os periodos iniciais
~ do desenvolvimento, pelo fato de se processarem no interior do ovo, somente se tornaram
melhor conhecidos no ultimo século, mediante o emprego de metodologias adequadas

(Patten, 1951 e Balinsky, 1981).

Segundo Jacobson (1993), a formagéo de um plano do corpo nos vertebrados ¢
-bastante precoce, estabelecendo-se a partir do ovécito, progressivamente, durante a
segmentagdo do ovo e completando-se basicamente na gastrula. Sdo definidas 3 etapas,
com 0 'surgimento da polaridade no ovo e na blastula inicial - momento em que os
determinantes presentes no citoplasma devem ser mobilizados pelas células na sua
orienta¢do espacial; a expressdo de fungdes celulares nas diferentes regides do organismo
e interagdes celulares resultando em diferengas regionais mais complexas. Ao final destes
processos seqiienciais, sdo expressados programas primordiais de desenvolvimento, em
grupos de células dos diferentes campos morfogenéticos, territorios definidos por um
conjunto particular de fatores do ambiente (Raff, 1977; Balinsky, 1981; Eyal- Giladi,
1991; Eyal-Giladi et al., 1992 e Harold, 1995).



Os processos de gastrulagdo e neurulagéo incluem multiplos deslocamentos de
células que modelam o embridio em desenvolvimento e sdo consequentemente
denominados movimentos morfogenéticos. Estes movimentos, envolvendo convergéncia e
divergéncia de camadas celulares, sdo caracteristicas comuns da organizagdo de gastrulas

e néurulas, em uma grande variedade de organismos (Jacobson, 1993 e Gilbert, 1994).

Para o desenvolvimento de trabalhos relacionados a embriologia, é importante‘
considerar-se grupos que apresentam padrdes caracteristicos concernentes a morfogénese
e 4 organogénese. Mudangas no comportamento das células, como modifica¢des de forma,
dimensdes, posi¢do € namero, t€m sido especialmente estudadas durante a gastrulagdo de
ourigo-do-mar e anfibios, e mais recentemente na heurulaqﬁo de anfibios e aves (Browder

et al., 1991 e Jacobson, 1993).

Entre os vertebrados, os processos de segmentagido e de gastrulagio mostram-
se diversificados, porém na fase de pos-gastrula, as formas entre os grupos apresentam-se
bastante similares, caracterizando assim, o inicio do periodo embrionario. Nesta etapa do
desenvolvimento, através dos processos morfo-organogenéticos, sdo estabelecidos os
primdrdios da forma e da organizagdo interna do corpo, comuns ao grupo e especificos a

nivel de diversidade das espécies (Shostak, 1991 e Duboule, 1994).

A despeito das informagdes existentes sobre a importincia da remodelagio
celular durante os processos de gastrulagio e neurulagdo, muito permanece para ser
compreendido sobre eventos que ocorrem no inicio do desenvolvimento, sendo pouco
conhecidos os mecanismos através dos quais as células iniciam movimentos em
determinadas regides € no tempo adequado e como a dire¢do da diferenciagdo celular é

estabelecida na embriogénese (Schoenwolf & Yuan, 1994).

Nas aves, o eixo antero-posterior estd orientado no blastoderma, durante a

clivagem do ovo em sua passagem através do oviduto. Em Gallus gallus domesticus, o



processo de segmentagﬁéo Ja esta concluido no momento da ovopostura, a partir do qual, a-
dindmica do desenvolvimento tem curso em temperatura de incubagdo adequada,
efetivando-se os processos de gastrulagdo e neurulagdo. Umé vez formados, os trés
folhetos embrionarios diferenciam-se progressivamente e até o final do quarto dia de
incubagdo, se estabelecem os primodrdios das principais estruturas do organismo. Neste
periodo, sdo marcantes os aspectos da diferenciagio do ectoderma neural e
consequentemente a importincia que o sistema nervoso assume no estabelecimento da
forma do corpo do embrido, o qual destacando-se do vitelo subjacente, torna-se mais.

evidente (Eyal-Giladi, 1991 e Eyal-Giladi et al., 1992).

Os mecanismos relacionados a padroniza¢do da forma, no embrido inicial dos
vertebrados, sdo muito complexos. Na ontogénese de aves, a partir do estadio de gastrula
tardia ¢ de néurula inicial, as células do epiblasto estdo geralmente concentradas em
regides relacionadas com destinos presuntivos, revogavelmente distintos entre si, em
arranjo caracteristico dos mapas de territorios ‘(Bortier & Vakaet, 1992; Schoenwolf, 1994

e Schoenwolf & Yuan, 1995).

No desenvolvimento normal, células precursoras da notocorda, originam-se do
n6 de Hensen, por¢do anterior da linha primitiva, € estendem-se ventralmente, numa

disposigdo longitudinal a linha média do blastoderma (Yuan et al., 1995).

Em aves, o arranjo dindmico das células do epiblasto, desempenha uma
importante fungdo no processo de neurulagdo, sendo possivel definir quatro populag¢des
distintas de c€lulas ectodérmicas prospectivas. A primeira consiste de células que se
distribuem ao longo da linha média, rostral e longitudinalmente ao né de Hensen. Ainda
medialmente e no sentido desta estrutura, a segunda populagdo vai suplementando as
células prospectivas anteriores. A terceira populagio é representada pelas células que se
dispdem em pares nas margens do epiblasto, flanqueando o né de Hensen e distribuindo-

se nas regides posteriores, paralelamente a linha média. Finalmente, a quarta populagdo é



representada por células também localizadas em 4reas laterais, mas nos limites do
epiblasto, numa interface entre as areas pelucida e opaca do blastoderma, organizando o
ectoderma epitelial do cdrpo do embrifio, bem como o extra-embrionario (Schoenwolf &

Yuan, 1995).

A neurulagfo consiste em um complexo processo multifatorial, dirigido por
- comportamentos celulares diferentes, os quais ocorrem em virtude de fatores inttinsicos
no neuroectoderma e a aspectos extrinsicos, também relacionados aos tecidos adjacentes a

essa camada celular (Schoenwolf, 1994 e Chen & 'Behringer, 1995).

A organizagdo do neuroeixo é dependente de interagdes célula - célula e de
movimentos celulares, que concomitantemente 4 mudanga de local, produzem novas
combinagdes de células, de diferentes origens, seguidas de interagdes indutivas que levam
a determinagdo da placa neural, com sua especificagdo médio - lateral, dorso - ventral e
_antero - posterior. A formacgio dessa estrutura, induzida pela interagio com o mesoderma
subjacente, ou mesmo com o endoderma, acarreta mudangas na forma de seus
constituintes celulares, resultando no aparecimento dos primeiros sinais de
reconhecimento especifico das células neurais (Le Douarin et al., 1994 ¢ Schoenwolf,

1994).

Com o estabelecimento da placa neural, direcionado pelos trés tipos principais
de comportamento celular - mudangas na forma, posi¢io € no namero das células,
desencadeia-se um processo morfogenético, no qual o epitélio colunar pseudoestratificado
espessa-se  apical - basalmente, estreita-se transversalmente e estende-se
longitudinalmente. Apds, inicia-se o dobramento da placa neural, evento provido por
células que adquirem a forma tipica de garrafas, levando a formagdo da goteira e das

dobras neurais (Schoenwolf, 1994 e Seller, 1995b).



No processo de dobramento as interagdes indutivas com a notocorda - através
do firme contato com o assoalho da placa sdo forgas relacionadas aos movimentos no
ectoderma superficial, tambéfn mediadas por ancoragem - na zona de transi¢do com o
neuroectoderma, bem como de provaveis mudangas na matriz extracelular do mesoderma
para-axial. Devido a interag¢do desses fatores, as dobras neurais sdo elevadas, sustentadas
e trazidas uma de encontro a outra, na linha média dorsal. O fechamento do tubo neural,
no embrido de Gallus gallus domesticus, do mesmo modo que nos embrides de ratos,
ocorre longitudinalmente, por fusionamento a partir de multiplos sitios, sendo este
processo, mediado pela agdo de glicoconjugados da superficie celular apical das dobras
neurais (Schoenwolf, 1994; Moury & Schoenwolf, 1995; Seller, 1995b ¢ Van Straaten et
al., 1995).

0o desenvolvimen_to do tubo neural é coordenado pela expressdo de genes de -
identidade posicional, como os tipos contendo homeoboxes. A primeira fase da
neurulag@o resulta na formagédo das vesiculas cerebrais e corda espinhal, nas suas porgdes
cervical, toraxica e lombosacral anterior. A segunda fase, leva a formagdo dos niveis mais
caudais da corda espinhal, a qual inicia-se com o fechamento do neur6poro posterior e
envolve a formagdo e a subsequente canalizagdo de um agregado de células
neuroepiteliais, a corda medular, associada ao botdo caudal (Schoenwolf, 1994; Catala et

al., 1995; Darnell & Schoenwolf, 1995 e Chen et al., 1996).

Concomitantemente, no decorrer do desenvolvimento do sistema nervoso
central, os movimentos de flexuras e de rotagdo longitudinal do tubo neural, bem como o
desenvolvimento e curvatura do botdo caudal, acompanham o crescimento do embrio,
que adquire complexidade na forma e modifica a posi¢gdo em relagdo aos demais
constituintes do ovo. Esses processos sdo acompanhados do aparecimento dos somitos,
dos membros e, da morfogénese do coragéo, evidenciada na regido ventral do organismo,

juntamente com a formagfo inicial do epitélio toraxico. A cavidade pericardica, no



primeiro momento, comunica-se com o celoma extra-embrionario, através de uma ampla
abertura, limitada pela borda livre do corpo, denominada dobra pericardica. Devido aos
seus dobramentos, até aproximadamente‘ o terceiro dia de incubagdo, o tubo cardiaco
inteiro projeta-se através dessa abertura para o interior do celoma extra-embrionario.
Durante a fase final de dobramentos cardiacos, a dobra peritonial, derivada da regido do
arco branquial, movimenta-se ventralmente, no sentido do portal do intestino anterior,
fechando a abertura entre o celoma pericardico e o celoma extra-embrionario. Deste
modo, o coragdo fica incorporado & cavidade pericardica é a porgdo ventral da parede
toraxica se fecha (Patten, 1951; Bellairs, 1971; Wischnitzer, 1980, Balinsky, 1981;
Goodrum & Jacobson, 1981; Vakaet, 1984; Takamatsu & Fujita, 1987; Serbedzija et al.,
1989; Shostak, 1991e Minner et al., 1995b).

A organizagdo seqiiencial dos somitos resulta da metamerizagdo dos corddes
bilaterais de mesoderma para-axial, longitudinalmente dispostos de cada lado da
‘notocorda e do tubo neural. Embora eétas estruturas sejam transitorias, constituem
importantes componentes na organizagdo do padrdo segmentar dos embrides € na
determinagdo de processos formativos e de diferenciagio dos seus derivados (Hamburger
& Hamilton, 1951; Houillon, 1972; Balinsky, 1981; Shostak, 1991 e Gilbert, 1994). A
periodicidade no surgimento dos somitos, monitoravel também externamente, possibilitam
com as demais estruturas, a caracterizagdo de estadios, através de um conjunto de

caracteristicas particulares, descrito por Hamburger & Hamilton (1951).

Para o estudo do organismo em desenvolvimento, torna-se oportuno detalhar
alguns aspectos da embriogénese de Gallus gallus domesticus, com énfase no tempo de
desenvolvimento do sistema nervoso. Os primeiros indicios de sua organizagio referem-se
a formagdo da placa neural, uma area-de blastoderma espessado mais evidente na regido

anterior, nos embrides de 18 horas de incubagdo (estadio 4 HH). Esta placa bifurca-se na



regido do no de Hensen, por¢do anterior da linha primitiva € continua, de cada lado da

mesma (Huettner, 1949; Hamburger & Hamilton, 1951 e Patten, 1951).

As 21 horas do desenvolvimento (estadio 5 HH), a placa neural comega a
dobrar-se definindo medianamente a goteira neural. Uma elevagdo de blastoderma similar
a uma prega, situada no centro da area pelicida em forma de péra, marca a extremidade
anterior do organismo e se estende posteriormente, na dire¢do do eixo céfalo - caudal,
tomando o aspecto de cristas paralelas, que evidenciam os primérdios do sistema
nervoso central de Gallus gallus domesticus (Hamburger & Hamilton, 1951 e Patten,
1951). |

As 27 horas (estadio 8 HH), as dobraé neurais iniciam o fusionamento, sendo
que, com 33 horas (estddio 9 HH), o tubo neural encontra-se formado. Nenhum somito é
observado até a 19” hora de incubag8o, porém a partir da 20° hora, com a formagéo de um
par de somitos a cada hora, estas estruturas permitem durante um determinado tempo,
definir através dos estadios, a idade embrionaria (Huettner, 1949; Hamburger & Hamilton,

1951; Renoux, 1971; Arey, 1974 ¢ Rauh, 1976).

As ilhotas sangiiineas somente sdo evidenciadas a partir do estadio 8 (26h -
2%h de incubagdo), indicando que a angiogénese inicia no momento em que as dobras
neurais ainda se encontram ao nivel do mesencéfalo presuntivo (Huettner, 1949;

Hamburger & Hamilton, 1951).

Com 48 horas de incubagdo (estadio 12 HH), o embrido apresenta entre outras
caracteristicas, 17 a 20 pares de somitos, botdo caudal ndo evidente ou em inicio de
formagao, regido cefalica contorcendo-se para a esquerda, vesicula 6ptica constringida na
base, esbogo da flexura cranial, presenga das cinco vesiculas cerebrais e neuréporo
anterior fechado. A flexura cranial, a primeira observada no tubo neural, ocorre entre os

estadios 11 e 14 e aproxima o prosencéfalo e o mesencéfalo em angulo agudo, no corpo



embriondrio ainda linear. A segunda flexura, cervical, desenvolve-se entre os estadios 16
e 18, aproximando o prosencéfalo da regido toraxica, devido ao dobramento amplo que
envolve as regiées do rombencéfalo e da corda espinhal cervical (Hamburger & Hamilton,

1951; Arey, 1974 e Flynn et al., 1991).

Sdo caracteristicas das 72 horés (estadio 20 HH), a presenga de 37 ou mais
pares de somitos distribuidos ao longo do corpo, botdo caudal curvado e voltado para a
regido anterior, rotacdo completa do corpo, alantéide vesicular do tamanho do
mesencéfalo e vesicula optica com pigmentagdo ténue. Os membros posteriores sdo
relativamente maiores que os anteriores € 0s processos maxilar e mandibular apresentam
tamanhos aproximadamente iguais. Em relagdo as flexuras do tubo neural, observa-se um
angulo agudo entre os eixos dos segmentos cervical e troncal, sendo que o contorno do
tronco tende a formar uma linha reta até a cauda. Os eixos estabelecidos entre a cauda € a
flexura cervical, e esta estrutura e o mesencéfalo, formam um &ngulo aproximadamente

reto (Hamburger & Hamilton, 1951; Arey, 1974 e Balinsky, 1981).

No estadio 23 (96 horas) o embrifio apresenta os somitos atingindo a
extremidade da cauda, botdo caudal curvado para a regido sacral, rotagio completa do
corpo, alantéide de tamanho aproximado ao da cabega, vesicula dptica com pigmentagido
evidente, e flexura troncal correspondendo a uma ampla linha curva. Os membros
apresentam comprimento igual ou maior a respectiva largura, com as extremidades
terminando em placas digitais arredondadas. O processo maxilar é mais alongado que o
mandibular e o eixo definido entre a cauda e a flexura cervical, forma um 4ngulo menor
ou igual a 90° em relago ao eixo compreendido entre a flexura cervical e o mesencéfalo.
O nivel de desenvolvimento apresentado pelas estruturas acima relacionadas, confere ao
embriio de 96 horas, os esbogos de sua topografia geral e algumas caracteristicas
concernentes 4 propria espécie, primordios que caracterizam o periodo embrionario

(Huettner, 1949; Hamburger & Hamilton, 1951; Patten, 1951; Rauh, 1976; Balinsky,



1981; Freeman & Bracegirdle, 1982; Meier & Jacobson, 1982; Browder et al., 1991 e
Shostak, 1991).

No plano geral do desenvolvimento, a pluripotencialidade de camadas
celulares € progressivamente restringida por uma série de agdes, reguladas por fatores
ambientais, através de interagles entre células e matriz extracelular. A definigdo dos
destinos celulares envolve uma coordenagdo intrinseca de informagdo posicional, na qual
as especificagdes quanto d forma e fungdo celulares, vdo se estabelecendo, nos eixos
antero-posterior € dorso-ventral, mediados por processos de indu¢io embrionaria. Tem
sido demonstrado que regulagdo génica a nivel de informago posicional, dos genes Pax e
En-2, deve ser provida, para a consolida¢do do complexo morfogénico nos eixos antero -
posterior € dorso - ventral (Bortier & Vakaet, 1992; Glover, 1994; Nakamura et al., 1994;
'Darnell & Schoenwolf, 1995 e Ekker et al., 1995).

Através de mecanismos de indugdo embrionaria, proteoglicanas, hialuranas,
colagenos e outros componentes da matriz extracelular viabilizam a proliferagdo celular e
mudangas na forma das células. Em muitos tecidos, elementos da matriz extracelular
como as glicosaminoglicanas e proteinas fibrosas, participam no reconhecimento de sinais
que induzem proliferagdo, migragdo e outros mecanismos de diferenciagio celular

(Alberts et al., 1994; Ekblom, 1995 e Gerchman et al., 1995).

No mecanismo de reconhecimento das superficies celulares, necessario a
fusdo, o qual ocorre em estruturas faciais, dobras neurais e em uma diversidade de outros
processos morfogenéticos, € relevante que a composigdo das camadas celulares seja rica
em macromoléculas. Tem sido amplamente reportado que perdas, excedentes e
inativagdes das mesmas, podem levar a inadequagdes na comunicagdo intercelular,
possivelmente como resultado de alteragdes nas etapas de recepgdo e transdugdo dos
sinais indutores, com comprometimento da fisiologia celular e conseqiientes alteragdes na

morfogénese. Algumas proteinas de membrana basal, tais como o nidogen, parecem ser
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produzidas exclusivamente pelo mesénquima sendo recentemente demonstrado, que

disturbios na ligagdo nidogen-laminina, levam a erros em processos morfogenéticos,

estudados "in vitro" (Eto et. al., 1981; Copp et al., 1988a; Brown et al., 1992; Grumet et
al., 1993; Alberts et al., 1994; Célio & Bliincher, 1994; Faissner et al., 1994; Rahman et

al., 1994; Wahl et al., 1994; Chen & Hales, 1995; Ekblom, 1995; Jaworski, et al., 1995;

Simon et al., 1995 ¢ Gumbiner, 1996).

Existe bastante evidéncia de que moléculas de adesdo celular, participam de
uma grande variedade de eventos de transdugdo de sinal, sendo relevantes para a
regulacdo da adesividade, mobilidade e crescimento celular, apoptose, regulagdo de genes
especificos € outros processos indispensdveis para a diferenciagdo e organizagdo de
tecidos. Nestes processos, provavelmente sdo necessarios sinais intercelulares, altamente
localizados, para viabilizar o controle dos padrdes de morfogénese. E, neste plano inicial
do desenvolvirﬁento embrionario, a caderina - E pfovave]mente desempenha uma fungio
chave, uma vez que, durante o dobramento da placa neural e a separagdo neuroectoderma
- ectoderma superficial, gradualmente esta classe de moléculas € substituida por caderina -
N (Copp et al., 1988b; Brown et al., 1992; Alberts et al., 1994; Chen & Hales, 1995;
Ekblom, 1995 € Gumbiner, 1996).

Se por um lado os indutores presentes no espago intercelular podem
determinar destinos, relativos ao desenvolvimento embrionario, as superficies teciduais

detém as moléculas-alvo, receptoras desses sinais (Faissner et al., 1994 e Ekblom, 1995).

Os fatores de sinalizagdo e os genes provéem a base de informagdes necessaria
a efetivagdo dos processos descritos, por interagirem de modo especifico nos campos
embrionarios, resultando no padrio normal de morfogénese. Modificagdes no ambiente
podem perturbar essa interagéo, alterando os mecanismos que, dependendo da intensidade
do fator € do periodo de tempo da interferéncia, levam a anormalidades na forma do

organismo (Raff, 1977; Jacobson, 1993 e Harold, 1995).
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Os embrides de Gallus gallus domesticu& tém sido bastante uﬁlizado§ também
em experimentos no campo da Teratologia, onde foi estudada a acdo de agenfes fisicos e
da administracdo de farmacos, no organismo em desenvolvimento (Deuchar, 1952;
Delphia & Elliott, 1965; Brook et al., 1991; Minner et al., 1993 ¢ Eyal-Giladi et al.,
1994). O problema da embriotoxicidade motiva a realizagdo de pesquisas para o exame
dos efeitos biologicamente relevantes, da exposigdo a radiagdo ionizante, atrito, calor e
vibragdo, diferengas na gravidade, hipo e hiperdxia, efluentes gasosos, metais pesados,
fibras de amianto, lubrificantes e combustiveis, pesticidas e outros produtos quimicos
utilizados na agricultura, agentes usados na desinfec¢do de 4agua, componentes de
cosméticos € produtos de higiene e limpeza, aditivos de alimentos, drogas ou
medicamentos, além de constituintes moleculares de plantas e dos proprios animais. (Foa
et al,, 1965; Cole & Trasler, 1980; Kazuhiro et al., 1981; Spaventi et al., 1995; Bowden et
al., 1993; Bellinger, 1994; Gospe et al., 1994; Mensah-Brown, 1994; Padmanabhan &
Hameed, 1994; Bowden et al., 1995; Epstein, 1995; Pennington et al, 1995; Seller, 1995a;
Sever, 1995; Sim et al., 1995 e Chen et al., 1996).

Mesmo considerando-se que alteragdes morfologicas ocorrem, inclusive nas
condi¢des mais adequadas ao desenvolvimento, constituindo-se portanto em manifestagio
inerente a dindmica dos processos morfogenéticos, verificou-se qu.e fatores do ambiente
estdo relacionados a tipos caracteristicos de malformagdo, entre as quais, defeitos
decorrentes de fusdo incompleta das dobras neurais, dismorfismos em extremidades,
anormalidades nas flexuras e na rotagdo do tubo neural, redugdo nas dimensdes do corpo,
indetermina¢des € duplicidades do eixo do corpo (Patten, 1951; Harrison, 1957;
Bannigan, 1985; Gordon, 1985; Carles et al., 1991; Gilbert, 1994; Dias & Miiller, 1995 e
Epstein, 1995).

O desenvolvimento do sistema nervoso central, dotado de receptores e sinais

amplamente regulados no tempo e espago, é um campo para a agdo de substincias como a
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pro-insulina, insulina e fatores-de-crescimento-semelhantes-a-insulina, e outros agentes
do sistema de inducdo, filogeneticamente conservado durante a evolugdo, e no qual, se
pode expérimentélmente mtervir (Cole & Trasler, ‘1980; Le Douarin et al., 1994; Székeli
etal., 1994 e De Pablo & Delarosa, 1995).

A insulina ¢ um polipeptideo contendo 51 aminoacidos, produzido pelas
células B das ilhotas de Langerhans, as quais sdo derivadas das cristas neurais. A
molécula apresenta-se semelhante entre as espécies de vertebrados e embora algumas
espécies, como as cobaias, tenham insulinas notavelmente diferentes da humana, esta e a
da galinha doméstica e mesmo a da lampréia, diferem em apenas 5 aminoéacidos (De Pablo
et al., 1982; Raw et al., 1991 e Montgomery et al., 1994). Por apresentar uma grande
variedade de formas, todas anabodlicas e promovendo o crescimento € manutengio do
organismo, a insulina age ligando-se a receptor especifico na superficie celular, ‘uma
glicoproteina de 350.000 Da, com subunidades de dominios extracelular, transmembrana

e intracelular (Low & Saltiel, 1988; Chan et al., 1989 ¢ Raw et al., 1991).

Em Gallus gallus domesticus, a insulina é encontrada a partir do segundo dia
de incubagio, quando o pancreas ainda ndo estd formado, nem s3o reconhecidas as
células B pancreaticas. Existem diversas evidéncias, de que essa substancia ja esteja
presente no gameta feminino e que desempenhe uma imp‘ortante funcdo em processos de
regula¢do do crescimento, implicando em um tipo de agdo autdcrina ou paracrina (Foa et

al., 1965; De Pablo et al., 1982; De Pablo et al., 1990 e Spaventi et al., 1990).

Além da insulina, imameros fatores de crescimento, entre os quais o fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF), e seus receptores, estio caracterizados em
relagdo a estrutura e a fisiologia, sendo os receptores de insulina ¢ do IGF - I,
estruturalmente bastante semelhantes. Em adigfo a ligagdo ao seu préprio receptor com

alta afinidade, a insulina € o IGF - 1 ligam-se ao receptor do seu respectivo homoélogo,
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com uma reduzida afinidade, embora, mantendo sua atividade intrinseca total (De Pablo et

al., 1990; De Pablo & Delarosa, 1995 e Cheatham & Kahn, 1995).

Durante a neurulagdo, em Gallus gallus domesticus, receptores de insulina e
especiahnenie receptores de IGF, sdo amplamente distribuidos através do sistema nervoso.
De Pablo et al. (1990) registraram a ocorréncia de insulina e de IGF-1 marcados, ligados
aos receptores, em estruturas derivadas do neuroectoderma e citam que o RNA
mensageiro que transcreve proteinas de ligagdo ao IGF, do tipo 2 (IGF - BP2), foi
encontrado, no desenvolvimento embrionario do rato, na placa do assoalho ventral da
corda espinhal ¢ do rombencéfalo (De Pablo & Delarosa, 1995 e Cheatham & Kahn,
1995).

A insulina liga-se ao receptor através de uma ancora (Raw et al.,, 1991), uma
seqiiéncia hidrofébica, constituida de glicosamina, manose, galactosamina, fosfato,
inositol e 4cidos graxos. Quando ocorre a ligagdo, a ancora é hidrolizada por uma
fosfolipase, h4 um aumento de dimeristoilglicerol, através da clivagem de intimeros
lipideos de membrana, a exemplo do fosfatidil inositol - difosfato (PIP:), resultando em
diacilglicerol (DAG) e trifosfato de inositol (IPs), e deste modo é liberado um complexo
fosfatidil-inositol-glicosaminoglicana no espago extracelular, onde este se acumula, antes

de ser transportado para o interior das células (Romero et al., 1988 e Chan et al., 1989).

Os efeitos pleiotropicos da insulina, no crescimento celular e no metabolismo,
inicia-se por ligagdo ao seu receptor na superficie celular, ativando em cascata, multiplas
vias de transducdo do sinal. Uma destas, consiste na ativagio da via de fosforilagdo que
leva a ativagdo de proteinas kinases ativadoras de mitogenos (MAPK), com influéncia
direta sobre o metabolismo - por ativagio da enzima glicogénio sintetase, € 0 crescimento

celular (Cheatham & Kahn, 1995).



14

Além de aumentar a atividade da ornitina - descarboxilase, enzima
correlacionada com a proliferagio celular, a insulina, em concentragdo média (100 ng/ml)
¢ também capaz de induzir sinais diferenciados em células de neuroblastoma. Em
‘neurdnios sensoriais € simpaticos, a insulina aumenta o numero de neuritos, por estimular
a produgdo e polimerizagdo de proteinas do citoesqueleto e em adi¢do, tem sido
demonstrado que, em neurdnios retinais de embrides de rato e de galinha, a insulina
exerce uma fung¢fo indutiva do programa normal de diferenciagio colinérgica (De Pablo et

al., 1990; Pennington et al., 1995; Tesoriere et al., 1995 e Schreiber et al., 1995).

Outra substancia, cuja ac;ﬁd pode interferir com a sinalizag¢do intercelular é a
tunicamicina, um antibidtico isolado de Streptomyces lysosuperificus com algum
significado no controle de viroses, como a Newcasttle. Por ser um inibidor da glicosilagfio
de proteinas, bloqueia a sintese de glicosaminoglicanas sulfatadas, reduz a quantidade
total de matriz extracelular no tecido mesenquimal e induz alteragdes na morfologia da
superficie celular, o que foi verificado em fibroblastos e em ectoderma de embrides de
galinha, onde entretanto, nenhum efeito sobre a sintese de hialuranas, foi observado
(Takatsuki & Tamura, 1971; Olden et al., 1978; Pratt et al., 1979; Thesleff & Pratt, 1980,
Eto et al., 1981e Kazuhiro et al., 1981).

A tunicamicina, que consiste de homologos acilados, de uma estrutura
conservada de uridina contendo trissacarideos, inibe a glicosilacdo de proteina por
bloquear a transferéncia de fosfato - 1 - N - acetilglicosamina do difosfato de uridina- 1 -

N - acetilglicosamina para o dolicol - fosfato (Leist & Wendel, 1995 e Stryer, 1995).

Eto et al. (1981), utilizando uma técnica de administracdo localizada de
tunicamicina, em cultura de embrido total de rato, registraram fenda labial em 14 dos 15
especimens testados. Estudos recentes referentes a fusdo dos processos faciais,
evidenciam que o epitélio secreta uma cobertura rica em carbohidratos, necessaria ao

reconhecimento € a adesdo das camadas celulares, processos presumivelmente
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susceptiveis de comprometimentos pela agdo especifica da tunicamicina, sobre o

mecanismo de glicosilagéo.

Considerando que a estrutura das moléculas em que a vida esta baseada -
proteinas, lipideos, carbohidratos complexos e acidos nucléicos, resulta da sua interagio
com o ambiente aquatico, ¢ que suas propriedades podem ser alteradas devido a
modificagdes no potencial ‘hidrogenidnico (pH) e/ou na pressio osmética dos meios
fluidos intra e extracelulares em que aquelas estdo inseridas, solugdes resistentes a
variag@o nos parimetros de acidez e isotonicidade, tampdes ou solugdo salinas, presentes
nestes fluidos, tém importante significado na manutengfo da integridade dos organismos

(Voet & Voet, 1995).

O fosfato € considerado o tampdo mais fisioldgico, uma vez que é encontrado
nas proprias células, na forma de fosfatos inorginicos e ésteres de fosfato, e no
citoplasma, na forma de 4cido fraco e sua base conjugada - compostos que agindo como
doador e receptor de protons, respectivamente, resistem a alteragdes no pH, quando
pequenas quantidades de 4cido ou bases sdo adicionadas ao sistema (Lehninger et al.,
1993). O "phosphate - buffered saline" (PBS), ¢ reativo do pH = 6,0 ao pH = 7,5, sendo
muito empregado em cultura, para a manutengfo do potencial hidrogenidnico fisiologico

(Souza et al., 1989 e Bozzola & Russel, 1992).

Solugdes salinas, tais como as de Ringer e Tyrode, sio consideradas
isosmoéticas em relagdo a uma determinada categoria celular, se a pressio osmética da
célula e da solugdo forem iguais, o que implica em que a célula ndo exiba modificagdo de
volume, quando mantida na solugdo (Begak & Paulette, 1976; Souza et al., 1989 e
Bozzola & Russel, 1992).

O uso de modelos animais em combinagdo com a aplicagio de técnicas

analiticas modernas, tem produzido uma quantidade imensa de informagdes referentes a
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varios aspectos do desenvolvimento em condigdes normais e de anormalidade (Serbedzija
et al., 1989; Brown et al., 1992; Bortier & Vakaet, 1992; Bowden et al., 1993; Minner et
al., 1993; Le Douarin et al., 1994; Bowden et al., 1995; Burt et al., 1995; Epstein, 1995;
Fuginaga, 1995; Moury & Schoenwolf, 1995; Chen et al., 1996).

A administragdo de substidncias exdgenas em determinadas regibes do
organismo em desenvolvimento € a possibilidade de se acompanhar a infiuéncia das
drogas sobre a organizagdo de sistemas e a diferenciagdo das estruturas embrionarias, tem-
se constituido em um valioso instrumento de investigacdo dos mecanismos inerentes aos
processos morfogenéticos normais (Gospe et al., 1994; Padmanabhan & Hameed, 1994;
Rahman et al., 1994 e Pennington et al., 1995).

A presenga precoce e relevante da insulina na espécie em estudo, motivaram a
escolha dessa substdncia como um dos fatores de natureza quimica, utilizados nos
experimentos. Devido & sua agdo especifica sobre componentes da sinalizagdo intercelular
nos embrides, propiciando por sua vez, uma atuagio antagonica a fisiologia da insulina no
organismo, a tunicamicina também foi uma das opgGes adotadas como fator, nos testes.
Em virtude da reconhecida eficiéncia e importancia como sistema tamponante, por nio ser
em principio embriotdxico € por combinar certas propriedades com as das células, o PBS,
bem como a solugdo de Ringer - saliné com caracteristicas de iso-osmolaridade bem
conhecidas, em relagdo aos vertebrados, foram incluidas como agentes quimicos, no

presente estudo.

Segundo Shibley & Pennington (1995), o embrido de Gallus gallus domesticus
oferece vantagens aos pesquisadores que estudam os efeitos causados por fatores
neurotréficos e drogas de abuso, uma vez que prové um sistema fechado, no qual o estudo
dos efeitos diretos de drogas sobre o desenvolvimento embrionario é viabilizado sem a

necessidade de considerar efeitos maternos e ou placentarios. O embrido desta espécie
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possibilita ainda, a manipulagdo em estadio bastante inicial, aspecto especialmente

relevante nos estudos sobre o crescimento e a morfogénese.

O periodo embrionario relativamente curto, literatura abundante referente a
embriogénese da espécie, a disponibilidade do material para estudo, facilidades no acesso
a estruturas dos sistemas em desenvolvimento, a possibilidade de manuten¢do de embrides
totais em cultura, sdo propriedades que evidenciam o carater e a importidncia da
continuidade da utilizagdo de ovos de Gallus gallus domesticus em pesquisas na area de

Embriologia, que tradicionalmente tem se mostrado interativa com outras areas de estudo.

Esses aspectos, combinados ao implemento de metodologias-de manipulagio e
a utilizagdo de técnicas analiticas adequadas, poderdo revelar susceptibilidades espaciais e
temporais da morfogénese do tubo neural, frente a diferentes agentes quimicos, ampliando
os conhecimentos acerca dos mecanismos de regulagdo, no ambiente dos processos
epigenéticos. Paralelamente, podem se viabilizar modelos, para serem utilizados tanto em
estudos comparativos, quanto em espécies, nas quais O acesso aos processos de
morfogénese normal e anormal ¢ dificultado (Copp et al. 1988a; Seilacher, 1991 e Shibley
& Pennington, 1995).

O estudo da ontogénese do Gallus gallus domesticus, justifica-se também face
a relevancia econdmica desta espécie, sendo oportuno o desenvolvimento de pesquisas

com a variedade nativa, Araucana, devido ao seu potencial natural.



1. OBJETIVOS

1.1. Objetivo geral

- Investigar processos relacionados a morfogénese do sistema nervoso central
de embrides de Gallus gallus domesticus, através da manipulagio do ectoderma,

neuroéctoderma e do acompanhamento de estruturas deles derivadas.

1.2. Objetivos especificos

- Analisar a agio de fatores fisicos e quimicos no desenvolvimento

embrionario de Gallus gallus domesticus, com énfase no sistema nervoso.

- Comparar o desenvolvimento embrionario de ovos manipulados com aqueles

mantidos intactos, em cultura visivel in ovo.

- Desenvolver in ovo, modelos em teratologia, visando a avaliagdo do efeito

de manipulagio sobre a morfogénese dos embrides.



2. MATERIAL E METODOS

2.1.Material de estudo

No presente trabalho foram manuseados ovos fecundados, com casca de
coloragdo azul, de Gallus gallus domesticus (Linnaeus, 1758), variedade Araucana,
obtidos no aviario do Departamento de Zootecnia do Centro de Ciéncias Agrarias, sendo
os experimentos, realizados no Laboratério de Embriologia, do Departamento de Biologia
Celular, Embriologia e Genética, Centro de Ciéncias Biologicas 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.

Os ovos de Gallus gallus domesticus, s3o relativamente volumosos, devido
principalmente a abundante presenga de reserva nutritiva (ovos do tipo macrolécito) e ao
conjunto de membranas acessorias. A regido a qual originara o embrifio, limita-se a

camada discéide, de aproximadamente 3,0mm de didmetro, concernente a cicatricula. O



20

processo de segmentagdo, do tipo parcial, ocorre durante a passagem do zigoto através do

oviduto (Houillon, 1971).

2.2. Metodologia

2.2.1. Condicbes de incubacio

Os ovos, foram escolhidos segundo critérios de integridade da casca,
homogeneidade de cor, forma e dimensdes, datados, enumerados e estocados a um
intervalo de temperatura entre 10°C e 20°C por um periodo ndo superior a sete dias
(Magaldi, 1974 e Romboli et al., 1984). Este material foi incubado por um periodo de
tempo de 96 horas, em estufa para cultura, marca Olidef, modelo CZ, a uma temperatura

de 37,5°C com umidade atmosférica relativa de cerca de 55%.

As unidades amostrais foram designadas de forma casualizada a 13

modalidades de incubagio, sendo manuseados no minimo 12 ovos, em cada modalida_de.

Inicialmente para manter uma referéncia com os dados descritos na literatura,
foi realizada uma modalidade de incubagdo controle, com 17 ovos intactos, manuseados
em 8 experimentos de incubagio, onde 13 embrides foram analisados e fixados. Em outras
11 modalidades de incubagdo, a influéncia de fatores fisicos e quimicos sobre o material
de estudo foi viabilizada através dos testes de manipulagdo. As 13 modalidades de

incubagdo estdo definidas na tabela I.
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Tabela I - Modalidades de incubacio, simbologias e respectives procedimentos

desenvolvidos no presente estudo, com ovos de Gallus gallus domesticus.

Modalidades de incubagio

~ Simbologias

Procedimentos

Controle - OQvos intactos

' Ovos incubados intactos.

1° teste - Ovos abertos A Ovos incubados com abertura na casca
2° teste - Ovos perfurados a 'Ovos  incubados com  abertura,
perfurados com agulha hipodérmica,
' sem conteudo injetado.
3° teste - Ovos injetados R ' Ovos incubados com abertura, injetados
com Ringer com 5pul de solugdo de Ringer, para
mamiferos, a 100% e pH=7,2.
4° teste - Ovos injetados R1 Ovos incubados com abertura, injetados
com Ringer a 25% com 5ul de solugdo de Ringer, para
- mamiferos, a 25% e pH=7,2.
5° teste - Ovos injetados R2 Ovos incubados com abertura, injetados
com Ringer a com 5ul de solugdo de Ringer, para
6,25% mamiferos, a 6,25% e pH=7,2.
6° teste - Ovos injetados I ' Ovos incubados com abertura, injetados
com 0,5U de com 5ul de insulina suina a 0,5U
insulina. ' (Neosulin / Biobras).
7° teste - Ovos injetados I1 ' Ovos incubados com abertura, injetados
com 0,125U de 'com Spl de insulina suina a 0,125U
insulina - (Neosulin / Biobras).
8° teste - Ovos injetados 12 ' Ovos incubados com abertura, injetados
com 0,031U de 'com 5pl de insulina suina a 0,031U
insulina (Neosulin / Biobras).
9° teste - Ovos injetados P - Ovos incubados com abertura, injetados
com PBS (10mM) . com 5ul de PBS (10 mM).
10° teste - Ovos injetados T ' Ovos incubados com abertura, injetados
~ com tunicamicina com 5ul de tunicamicina a 150 pg/ml
(150 pg/ml) \ (165 uM), Sigma Chem.
11° teste - Ovos injetados T1 Ovos incubados com abertura, injetados
com tunicamicina com Spl de tunicamicina a 15 pg/ml
(15 pg/ml) (16,5 uM), Sigma Chem.
12° teste - Ovos injetados T2 Ovos incubados com abertura, injetados

com tunicamicina
0,66 pg/ml

com 5ul de tunicamicina a 0,66 pg/mi

(0,72 uM), Sigma Chem.
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A obteng¢do de pelo menos um embrido vivo nos primeiros 12 ovos incubados
foi o critério adotado para a realizagdo de incubagdes e efetivagdo de teste com fator, ou

nivel de fator de estudo.

Em cada teste, foi considerado o numero minimo de 10 embrides, passiveis de

serem analisados quanto a forma e ao final do experimento, fixados.

2.2.2. Manuseio e analise do material de estudo

Os ovos, manuseados de acordo com o estabelecido na tabela I, obedeceram a

seguinte metodologia:

1 - Cada unidade amostral designada como ovo intacto (i), foi mantida sem

intervengdo, na estufa, pelo periodo de incubagédo de 96h.

2 - As demais unidades amostrais, designadas para testes como ovos abertos
perfurados e injetados, foram incubadas por um periodo inicial, de 24h (figura 1).
Decorrido este tempo, cada ovo destinado a teste, foi retirado da estufa e em ambiente
asséptico, com auxilio de pingas de pontas retas e de uma broca elétrica, foi efetuada na
face mediana uma abertura de cerca de 1,5cm x 1,5cm na casca, sendo a mesma removida

do local juntamente com as duas membranas ovulares.

Através da abertura, de dimensdes suficientes para expor o embrido e a regido
extra-embrionaria préxima, os espécimes foram preliminarmente analisados in ovo,
conforme procedimento adaptado de Dias (1994), com auxilio de um estereomicroscopio
da marca Micronal - Olympus, equipado com fontes de ilumina¢do do tipo incidente e

transmitida e com aumento total de 20 X.
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Eventos da morfogénese Estadio (HH) Tempo (h) Procedimentos Esquemas *
- Linha primitiva inicial 2 6-7 . (Periodo de -
- Linha primitiva definitiva ' 4 18-19 Incubagdo, abertura,
- Processo cefalico 5 19-22 analise preliminar
- "Fold head" 6 23 - 25 (1° dia) ¢ tratamentos.
- Dobras neurais 7
- Fusdo das dobras neurais 8 26 -29
Primeiras ilhas de sangue
- Inicio da flexura cranial 10 - 33-38
- Neuréporo anterior fechado 12 45 - 49 (2° dia)

16 a 22 somitos

- Inicio da flexura cervical 14
- Rotagdo em desenvolvimento - 15

- Inicio da form. do botfio caudal 16
e presenga de cristas de membros

- Epifise evidente 17
- Alantéide presente 18
- Rotagdo completada 20
- Pigmentagio do olho, 23

ténue a marcante

Flexuras em ampla linha curva

Figura 1-

50-53
50-55
51-56

52- 64
65 - 69
70 - 72 (3° dia)

84 - 96 (4° dia)

2° Periodo de
Incubagio

Complementar

Analise
complementar

Eventos marcantes do desenvolvimento de Gallus gallus domesticus, em

relagio aos estadios descritos por Hamburger & Hamilton (1951), o
respectivo tempo de incubaciio padrio, os periodos de cultura intercalados
aos procedimentos e esquemas relativos a2 forma embrionaria basica, nos
periodos de 24h, 48h, 72h, e 96h de incubagao.

(*) Adaptados de Houillon (1972). |
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Os embrides foram certificados quanto 4 sua viabilidade e avaliados segundo o
nivel de desenvolvimento, com enfoque no sistema nervoso central ¢ baseado nos
critérids, “estabelecidos por Hamburger ¢ Hamilton (1951). Apds as 24h iniciais de
incubagdio, todos os ovos com desenvolvimento embrionario retornaram para a
incubadora, ap6s os procedimentos referentes ao teste em cada modalidade de mcubagio

(tabela I e figura 1). -

No 1° teste (A), a manipulagdo dos ovos consistiu apenas da abertura. Nos
demais testes referentes a ovos abertos, foram adotados dois procedimentos distintos com
agulhas hipodérmicas de até 0,2mm de didmetro, de acordo com as técnicas descritas por
Gerchman et al. (1995). Em um teste, a agulha foi inserida nos embrides, sem a injegdo de
conteudo, perfazendo apenas um fator de natureza fisica, enquanto, do 3° ao 11° teste, os
embrides foram injetados com volume correspondente a um dos fatores quimicos, os quais
foram testados em até 3 niveis de concentragio. Apds ter sido concluida a analise
preliminar, os embrides submetidos ao 2° teste (a), foram tratados apenas com insercdo de
agulha, ¢ os demais (R,R1,R2,LI1,12,P,T,T1,T2), injetados com dose tinica, a temperatura
de 37,5°C, de 5l de uma das substancias, de acordo com cada modalidade de mcubagio

descrita na tabela I.

Todas as injegdes foram aplicadas utilizando-se suporte deslocavel
(estereotaxico) com seringas e agulhas hipodérmicas ultrafinas, introduzidas através da
area pelucida proxima a uma das dobras neurais (figura 2), a uma profundidade de até
1,0mm, no imterior do saco vitelinico subjacente ao embrido, conforme Takamatsu &

Fujita (1987) e Chen & Hales (1995).



25

Figura2 - Diagrama representando o : ——Dobra da cabega
nivel aproximado em que @ .../ 5. ils.... \ - .———Nivel das inje¢des
foram aplicadas as o ‘ Somitos
perfuragdes e injecdes N6 de Hensen
(asteriscos sobre a linha Linha primitiva
pontilhada transversal
aregiio anterior do embrifo).

(Estadio 7)

Adaptado de Chen et al. (1996).

Concluida a manipulagfio, a abertura na casca foi fechada com filme de PVC
transparente e ndo-toxico (Rolopac, Alba) e o ovo recolocado na estufa de modo a

viabilizar por mais 72h a continuidade dos processos vitais.

Decorrido o tempo de incubagdo de 96h, todos os ovos foram retirados da
estufa, abertos, ou liberados do filme de PVC, e os limites das aberturas, aumentados com

auxilio de pingas, para um didmetro aproximado de 2,5cm.

O embrido e a area vasculosa foram novamente analisados no ovo, sendo este
procedimento, executado em estereomicroséépio e facilitado pela introdugdo, através de
uma secg¢do lateral ao nivel do saco vitelinico, de uma cunha de papel cartio preto
(medindo 1,0 x 3,0cm), alocada sob o embrifio para conferir contraste a este em relag@o ao

vitelo.

Apds, com o uso de estiletes e de uma colher pequena, o embrido foi
parcialmente separado do saco vitelinico, removido e colocado em placa de Petri contendo
solugdo de Ringer (Begak & Paulette, 1976), onde através de agitagéo suave ¢ da
utilizacdo de dois bisturis (n°4 e n°11), foram retirados os remanescentes de vitelo e de

membranas extra-embrionarias.
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Transferido para uma segunda placa de Petri contendo a solugio fisioldgica, o
embrido passou a ser analisado sob o estereomicroscopio (20 x) com iluminagdo

transmitida.

Apbs a andlise, os espécimens foram fixados em solugdo de formol a 10%,

por no maximo 24h e conservados em solugio de etanol a 70%.

2.2.3. Critérios utilizados na caracterizagido da morfogénese

No presente estudo, o critério utilizado para a analise da morfogénese foi a
avaliagdo do nivel de desenvolvimento de estruturas embrionarias consideradas relevantes,

as quais so caracteristicas, nos embrides de 84 - 96h de incubagio (estadio 23).

Caracterizados quanto 4 morfologia, os embrides de 96h de incubagio foram
inicialmente distingiiidos como "individuo normal ou malformado", sendo considerado

normal, o embrido que apresentou:

1) disposigéo das flexuras do sistema nervoso resultando num perfil dorsal do
corpo, que corresponde a uma ampla linha curva. Desse modo, o eixo definido entre a
cauda e a flexura mesencefalica, forma um 4ngulo igual ou menor que 90° em relagdo ao

eixo compreendido entre essa flexura e a regifio cervical,
2) rotagdo completa do corpo;

3) no tubo neural, as S vesiculas cerebrais ¢ a medula, marcadamente

definidas;
4) vesicula 6ptica com pigmentagio evidente;

5) nivel de extensdo de somitos atingindo a extremidade da cauda;
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6) membros mostrando comprimento maior que a respectiva medida da

largura, com as extremidades terminando em placas digitais arredondadas;
7) extremidade do botdo caudal voltada para a regido ventral,;

8) alantéide com volume comparavel ao do encéfalo e saco vitelinico

apresentando ampla vascularizagio.

Nota: Os embrides que, apds as 96h de incubagdo, ndo atingiram o nivel
referente a aquele estddio, porém mostraram o conjunto caracteristico das estruturas,
correspondente a estddio relativamente anterior, de acordo com padrio descrito por
Hamburger & Hamilton (1951), foram considerados normais, a despeito do ritmo mais

lento de desenvolvimento.

Embribes apresentando morfologia diferente da descrita para o estadio 23
(HH), ou que néo atenderam aos termos da nota acima, foram considerados malformadeos.
Nestes, as anormalidades referentes a forma, foram descritas e caracterizadas como
“categorias de malformagédo especificas. Também foram relacionadas as freqiiéncias de

cada categoria, independentemente do nimero de individuos.

No estudo dos processos de morfogénese normal ou anormal relativos aos
campos embrionarios, € relevante interrelacionar tempo e espago, principios basicos da
Embriologia, que viabilizam o reconhecimento de padrdes morfologicos, através de uma

avaliacdo baseada em niveis de complexidade.

Na classificagdo das categorias de forma embrionaria, com base nos niveis de
organizagdo externa do corpo, integridade do sistema nervoso central e no tempo relativo
a embriogénese, foi utilizado um protocolo de avaliagdo, adaptado do método de escores
morfolégicos utilizado por Bowden et al. (1993), que estabelece em uma escala, 5 niveis

de morfogénese. De acordo com a seqiiéncia mostrada, a escala se eleva a partir do nivel
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normal até o nivel de comprometimento maximo da integridade dos processos

morfogenéticos do embrido:

- Nivel 1

Morfogénese padrio (de acordo com a literatura);
- Nivel 2

Alteragdes na forma, relacionadas a posigio (ao longo do eixo do corpo);
- Nivel 3

Dismorfismo localizado (de campo morfogenético, regido ou estrutura);
-Nivel 4

Dismofﬁsmo generalizado (alteragdo complexa de multiplos campos);
- Nivel 5

Anormalidades de referéncia (anormalidades de centro ou de eixos do Corpo).

.Todas as categorias morfoldgicas, incluindo a forma do padrdo normal, foram
classificadas com esse protocolo e representadas através de um dos 5 niveis
morfogenéticos, correspondente a cada categoria. A partir destes valores, foram
determinados o tamanho de cada amostra, a média e o desvio padrio, a mediana e a

moda.

2.2.4. Fotografias

As caracteristicas relevantes correspondentes a morfologia, foram

demonstradas através de fotografias. O material foi manuseado sob estereomicroscépio
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140 x), dotado de iluminagio incidente fria, através de filtro de cor azul, equipado com

camera fotografica.

2.2.5 - Estudo descritivo dos resultados

Para facilitar a anilise, a escala ordinal dos niveis de morfogénese foi
transformada em uma escala continua de 1 a 5, sendo os dados organizados em sumario
estatistico (Costa Neto, 1977; Hoel, 1981; Gomes, 1982; Murteira & Black, 1983; Levin,
1985 e Vieira e Hoffman, 1989). As médias de niveis referentes as modalidades de
incubagdo, foram comparadas (p < 0,05), através da Analise de Varidncia Unifatorial
(ANOVA) e as diferengas estatisticamente significativas, apontadas com o método de
comparagdes multiplas, no sistema Ste;tgraphics (Statistical Graphics Corporation,
University of Illinois, USA), 1991, versio 5.0. |



3. RESULTADOS

- No periodo de agosto de 1995 a maio de 1996, foram realizadas 66
incubagdes, com manuseio de 308 ovos, dos quais 47 (15,3%) ndo estavam fécundados e
261 (84,7%) apresentaram desenvolvimento. Deste total 163 (62,4%) possuiam embrides
passiveis de serem analisados e fixados, 44 (16,9%) ndo foram utilizados devido a ruptura
acidental da membrana vitelinica ou a outras inadequagdes durante o manuseio e 54
(20,7%)continham individuos que morreram no periodo complementar de 72h de

meubagdo, sem possibilitar a analise.

O efeito de manipulag@o sobre a morfogénese embrionaria foi avaliado nos 12
testes realizados em 58 incubagdes, onde a agdo dos fatores fisicos e quimicos foi

estudada no manuseio de 150 embriGes (tabela 11).

A freqiiéncia das incubagdes, com as respectivas quantidades de ovos e de

embrides analisados em cada modalidade de incubag@o, esta listada na tabela II.
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Tabela II - Relagio do niimero, percentagem de incubacdes, e das fregiiencias
absoluta e relativa de ovos e dos embrides fixados em cada
modalidade de incubacio.

Modalidades de incubac¢do | Freqiiéncia de Freqiiéncia Freqiiéncia de
incubacoes | de (:vos‘ 'embriﬁii fixados
i 3 12,1% | 17 5,5% | 13 (76,4%)
A 8 12,1% | 17 5,5% | 13 (76,4%)
a 3 4,5% | 18 5,8% | 12 (66,6%)
R 9 13,6% |20 6,4% | 15 (75,0%)
R1 4 6,0% |23 74% | 14 (60,8%)
R2 4 6,0% |22 71% |16 (72,7%)
I 8 12,1% | 24 7,7% | 14 (58,3%)
11 4 6,0% | 19 6,1% | 13 (68,4%)
12 5 7,5% |22 7,1% | 15 (68,1%)
P 6 9,0% |36 11,6% | 16 (44,4%)
T 1 1,5% | 12 3,8% | 0 -
T1 5 7,5% | 54 17,5% | 12 (22,2%)
T2 1 1,5% |24 7,7% | 10 (41,6%)
Totais 66 100% | 308 100% | 163 *#/x

Nota: (**/*) Frequéncia relativa de embrides em relagdo ao nimero de oves incubados.

A tabela 11 mostra que a menor freqiiéncia de ovos incubados - 12 (3,8%)
correspondeu ao teste (T) com apenas 1 incubagdo, sendo este o unico teste no qual ndo se

verificou a presenca de embrido viavel.

A maior freqiiéncia de ovos incubados refere-se a 54 (17,5%) no teste (T1),

onde em 5 incubagbes obteve-se o mumero minimo de 12 embrides viaveis.
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3.1. Analise das unidades amostrais

3.1.1. Periodo de 24h

Concluido o periodo inicial de incubagdo, a analise preliminar dos ovos

_.abertos demonstrou que os embrides viaveis apresentavam nivel de desenvolvimento
definido entre o estadio de gastrula tardia e a néurula inicial, fase em que o neurdporo
posterior ainda se encontra aberto, intervalo com predomindncia no periodo de 23h
(estadio 6) a 2%h (estadio 8) do desenvolvimento embrionario. Durante este periodo de
tempo, em que a média geral das idadesbfoi de 25,5h, verificou-se como indicio da
formagdo do sistema nervoso, a presenga das dobras neurais. A idade de cada embrido, em
todas as modalidades de incubagéo em que foram abertos ovos apods o periodo de cultura
de 24h, esta detalhada nos anexos de 1 a 13 e a média dessas idades embrionarias em cada

modalidade de teste, foi relacionada na tabela III.

Tabela III - Rela¢io da média de idade embriondria (h), média geral e
respectivo estadio de desenvolvimento de Gallus gallus domesticus,
registrado em cada modalidade de teste, no periodo de 24h de

cultura.
Modalidade de teste | Média de idade Estadio de
dos embrides (h) : desenvolvimento
. 23,5 f 6 HH
a : 25,6 ‘ 7 HH
R ; 233 ; 6 HH
R1 24,0 E 6 HH
R2 f 28,1 f 8 HH
I | 232 | 6 HH
11 245 6 HH
2 , 290 ‘ 8 HH
P ' 25,5 i 7 HH
T - 25,5 i 7 HH
T1 28 4 : 8 HH
T2 ' 25,7 7 HH
Média geral f 25,5 ’ 7 HH
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A tabela acima demonstra que em qualquer modalidade de teste, o nivel de
desenvolvimento, pressuposto para a realizacdo dos testes com abertura e injecoes
correspondeu em média ao estddio 7 de Hamburger e Hamilton (1951). A menor média de
idade ocorreu com os individuos destinados ao teste (1), nos quais se evidenciava a prega
cefdlica e a maior média de tempo foi registrada nos submetidos ao teste (I12), que
apresentaram o tubo neural fechado, em sitios de fusionamento das dobras anteriores ao

15° par de somitos.

3.1.2. Periodo de 96h

Com a continuidade da incubacdo pelo periodo complementar de 72h e
efetivacdo do experimento, observou-se que do total de 163 embrides que apresentaram
desenvolvimento pelo periodo de 96h, 36 (22,1%) foram considerados normais e 127
(77,9%), por apresentarem algum nivel de alteracdo da forma, foram referidos como
malformados. A figura 3 compara o nimero de embrides normais e malformados, entre as

modalidades de incubacao.

Freqiiéncia

@ Normal
E Malformado

i a R1 R2 A R T1 P
n=13 n=12 n=14 n=16 n=13 n=15 n=12 n=16

Modalidades de incubagao
Figura3 - Freqiiéncia dos embrioes normais e malformados e nimero de
individuos da amostra, entre as modalidades de incubacio (i), (a),
(R1), (R2), (A), (R), (T1) e (P), apos o periodo de 96h.
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Na figura 3 observa-se que a maior freqiiéncia de individuos normais (12
espécimes), foi registrada entre ovos incubados intactos (i), correspondendo a 92,3%, e a
menor, foi verificada entre os ovos abertos injetados com PBS (P), referente a 6,2%. Nas
modalidades de incubagdo: (a), (R1), (R2), (A), (R) e (T1), as freqiiencias de individuos
normais foram de 58,3%, 28,5%, 25,0%, 23,0%, 20,0% e 16,6%, respectivamente. Entre
as modalidades (I), (I1), (I2), e (T2), ndo foram registrados embrides apresentando o
padrdo morfologico normal e no teste com inje¢do de 150pg/ml de tunicamicina (T),
como todos os individuos morreram no inicio do periodo complementar do teste, ndo foi

possivel proceder a uma analise detalhada dos mesmos, apos as 96h de incubagio.

3.2. Caracterizac¢io dos embrides

3.2.1. Discriminag¢io dos embrides normais entre as modalidades de incubacio

Entre os 36 embrides normais, 20 (55,6%) mostraram nivel de
desenvolvimento relativo a 96h (figura 11), 11 (30,6%) corresponderam a 84h (figura 12),
4 (11,1%) a 72h (figura 13), e 1 embrifo (2,7%) a 64h (estadios 23, 21, 20 ¢ 18HH,

respectivamente).

3.2.2. Discrimina¢do dos embrides malformados entre as modalidades de incubacio

Do total de 127 embrides que apresentaram malformac¢des, o numero de

embrides malformados por modalidade de incubagdo correspondeu a:
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- 1/13 (7,7%) entre os ovos incubados intactos (i);

- 5/12 (41,6%) dos abertos e submetidos a perfuragio (teste a);

- 10/14 (71,4%) dos injetados com solugdo de Ringer a 25% (teste R1);
- 10/13 (77,0%) dos submetidos apenas a abertura (teste A);

- 12/16 (75%) dos injetados com solucdo de Ringer a 6,25% (teste R2);
- 12/15 (80%) dos injetados com solugdo de Ringer (teste R);

- 10/12 (83,3%) dos injetados com 15 pg/ml de tunicamicina (teste T1);
- 15/16 (93,7%) dos injetados com PBS 10mM, pH 4,0 (teste P);

- 14, 13, 15 € 10 (100%) dos espécimes injetados com as trés concentra¢des de
insulina € com tunicamicina (0,66 pg/ml), relativos as modalidades (I), (11), (12) e (T2),

respectivamente.

3.2.3. Descri¢do das categorias de alteracdes da forma registradas nos embrides
malformados

Os 127 embrides malformados, apresentaram 13 tipos caracteristicos de

alteragoes da forma, os quais foram relacionados como categorias de malformagao.

Uma vez que as alteragdes registradas na forma das estruturas embrionarias
geralmente estdo presentes em mais de uma categoria no mesmo individuo, as mesmas

foram também tratadas independentemente dos embrides, como unidades de casos.
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Tabela IV -  Freqiiéncia de embrides normais (NOR) e das categorias de
malformacio, em relacio a todas as modalidades de incubagio
(Mod), com os respectivos totais (Tot).
Mod NOR ROT FLE ASS TNF AOP DAN DPO RBC ACD PRO NAN PAD TED Total
F/S T/D
i 12 - - - - | 01 - - - - - - - - 13
a 07 01 04103 ]| - - 01 - 01 01 - 02 - - 20
A 03 - 01 04| - 102|101 |03 | 03 03 | 01 | 03 - 1/- | 25
R 03 03 - 104) - |01} 02]1] 01| 02 02 - 05 | 1/- - 24
R1 04 - 05105102 - 02 | 04 - 04 - 06 | 1/-]| -/1 | 34
R2 04 - 04 104|021 - 02 1021 01 01 - 04 | /3] 2/-1] 29
I - - - - | 01 - - 03 - - - - /12 1/-1 17
I1 - - 01 | 04 | O1 - 02 1021 01 01 - 06 | 1/51 1/- | 25
12 - - 02102]02] - 02 ]1021] 01 01 - 06 | /4| 1/1 | 24
P 01 01 |01 0503 - 03 | 01 02 04 | 01 | 07 | 3/3 - 35
T1 02 - - 103 | - - 04 | 04 | 01 - 01 1] 06 | /1 1/- | 23
T2 - - 02 ] 01|02 - 01 | 01 - - - 09 - 1/- | 17
As categorias de malformagao correspondem a:
- erros de rotagdo (ROT), - erros de flexura (FLE),
- assimetrias (ASS), - tubo neural fendido (TNF),

- alteragdes Opticas (AOP),
- dismorfismo posterior (DPO),
- anormalidade cardiaca (ACD),

- desenvolvimento defasado/nanismo (NAN),
- teratoma - T ou duplicidade - D (TED).

- dismorfismo anterior (DAN),
- redugdo/auséncia do botdo caudal (RBC),

- protusdo (PRO)

- alteracdo particular/padrdes (PAD)
"Fish - shaped" (F) e "Sphinx - shaped" (S)

A tabela IV mostra que entre os testes, a maior freqiiéncia de alteragdes da

forma ocorreu em relagdo a modalidade de incubagdo em que os ovos foram injetados

com PBS 10 mM (P) e a menor freqiiéncia de malformagdo, estd relacionada a

modalidade de ovos perfurados (a).

Nos embrides submetidos ao teste (P), foram verificadas freqiiéncias altas de

nanismo (7 casos) e de padrdes de malformagdo "sphinx e fish - shaped" (6 casos) que,

embora ndo sejam mais elevadas

isoladamente, que as dos testes (T) e (I),

correspondentes a 9 e 12 casos de anormalidades respectivamente, produzem no seu
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conjunto um valor total maior naquele teste. O teste (P) resultou no mais representativo

quanto a diversidade de categorias de malformagéo (tabela I'V).

O nanismo ocorreu com maior freqiiéncia no teste com tunicamicina (T2) e o
padrdo "sphinx - shaped”, que inclui entre outras caracteristicas defasagem no
crescimento, € representativo da modalidade de incubagio (I), (I1) e (I2), embora também
seja registrado em embrides submetidos a outras modalidades de teste (tabela IV e figura

4).

As figuras 4 e 5 evidenciam as freqilencias referentes as categorias de
alteragdo particular da forma, os padrdes "Sphinx" e "Fish - shaped", em relagdo as
modalidades de incubag@o onde foram registradas. O primeiro padrdo mostrou elevagio

no numero de casos, na propor¢do do aumento de concentra¢do da Insulina, nos 3 testes.

Os casos de teratoma e duplicidade permaneceram com freqiiencias reduzidas
nas modalidades de incubagdo em que se fizeram presentes, sendo (R2) o teste em que sua

freqii€ncia foi mais elevada (tabela IV).

Com excessdo dos padrdes "Sphinx-shaped" e "Fish - shaped" (figuras 4 e 5),
importantes nos testes com insulina e PBS, respectivamente, as demais categorias de
malformagdo ndo demonstraram valores que constituissem expoentes de freqiiéncia entre
os testes realizados e a despeito das tendéncias apontadas anteriormente, ndo ocorreu
especificidade absoluta de qualquer das categorias de malformagdo em relagdo a uma

unica substancia.
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Figura 4 -  Freqiiéncia absoluta do padriao de malformagio '"Sphinx -

shaped'' nas modalidades de incubacio T1, R2, P, 12, I1e L.

A figura 5 mostra que a distribui¢do do padrdo "Fish - Shaped" foi minima, em
relagdo a trés das quatro modalidades de incubagdo em que essa alteragdo da forma foi

registrada e correspondeu a trés o maior niumero de casos (teste P).

Freqii€ncia
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Modalidades de incubagio

FiguraS-  Freqiiéncia absoluta do padrio de malformacio '"Fish -

shaped' em relacdo as modalidades de teste R, R1, I1 e P.
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O total de 250 malformagdes protocoladas conforme o nivel de morfogénese,

estdo relacionadas a seguir, com os subtotais em cada nivel:

- Nivel 2 (Alteracio de posicao) - 60 casos -
- Erro de rotagdo do corpo - 5/60 dos casos.
- Defeitos de flexura do tubo neural - 20/60 dos casos.

- Anormalidades decorrentes de assimetria (bilateral) - 35/60 dos casos.

- Nivel 3 (Dismorfismo localizado) - 92 casos -

- Tubo neural fendido - 13/92 dos casos.

- Malformagdes dOpticas (exceto assimetrias) - 4/92 dos casos.

- Dismorfismo anterior - 20/92 dos casos.

- Dismorfismo posterior (ou redugdo, ou ainda auséncia dos membros
posteriores) 23/92 dos casos;

- Redugdo ou auséncia do botdo caudal - 12/92 dos casos;

- Anormalidades cardiacas (hérnias ou posi¢des ectopicas do coragdo) - 17/92
dos casos;

- Protusdo de estruturas - 3/92 dos casos.

- Nivel 4 (Dismorfismo generalizado) - 88 casos -

- Desenvolvimento defasado (nanismo) - 54/88 dos casos;

- Alteragdes particulares (Formaram 2 padrdes de alteragio) - 34/88 dos
casos, sendo:

- "Sphinx - shaped" - 28 casos e

- "Fish - shaped"- 6 casos.

- Nivel 5 (Anormalidade de referéncia) -10 casos -
- Teratoma - 8/10 dos casos ;

- Duplicidades - 2/10 dos casos.
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Os erros de rotagio do tubo neural, consistem de escoliose e outros defeitos de
torsdo (figura 14), enquanto os erros de flexura, incluem anormalidades em relagdo a
flexdo ventral (figura 15), alongamentos do tubo neural ou constrigdes longitudinais do
organismo. As anormalidades decorrentes de assimetrias, apareceram como disparidade de
dimenséo, forma, coloragdo, ou combinagdes destas caracteristicas, entre estruturas pares

como foi verificado em vesiculas Opticas e membros (figura 16).

Presenga de tubo neural fendido foi verificada como resultado do ndo
fusionamento das dobras neurais ou nio fechamento de neuréporo. Anormalidades 6pticas
estdo relacionadas a erros estruturais destas vesiculas (figura 17), e dismorfismos
localizados, atingiram tanto a regido anterior, com modifica¢des complexas das vesiculas
cerebrais, face e regido cervical, como a regido posterior, com redugio ou auséncia dos

membros posteriores (figuras 18 e 19).

A redugdo ou a auséncia do botdo caudal, foi registrada como categoria de
malformagdo especifica dessa estrutura (figuras 14 e 16), e anormalidades cardiacas
(figuras 19 e 20), consistiram de onfalocele ou hérnia cardiaca, que resultaram em posigéo
ectopica do coragdo. Na figura 20 também se observa proeminéncia do botdo caudal,

anormalidade referida como protusio.

Todo processo de desenvolvimento uniformemente defasado (hipoplasia
cranio - cervical e tronco - caudal), levou ao desenvolvimento de embrides com
dimensoes reduzidas (figura 20), sendo os graus de nanismo entre os individuos, muito

variados.

AlteragOes particulares foram observadas em embrides que mostraram um
conjunto caracteristico de defeitos especificos, sendo caracterizados dois padrdes de
morfologia. No primeiro, denominado "sphinx - shaped" (figuras 21, 22 e 23), o embrido

apresenta dimensdes do corpo notadamente reduzidas e auséncia de rotagdo e flexuras,
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sendo possivel reconhecer o eixo corporal antero - posterior, devido a projegdo cefalica
estar organizada. Na regido posterior o eixo corporal esta menos demarcado, devido a
presenga de dimorfismo generalizado. Estas caracteristicas observadas similarmente em
28 espécimes, lembram a configuragdo tridimensional de uma esfinge, razio da
denominagdo utilizada para representar o padrdo descrito. Nestes embrides malformados,
o aspecto da area vasculosa mostra-se tipicamente modificado devido a uma
desorganizagdo drastica do padrdo morfolégico, em comparagdo com a estrutura do saco
vitelinico, encontrada em embrides normais. Embora tenham decorrido 96h de incubagio,
ndo foi verificada a formagdo de vasos nesse anexo embrionario, mas apenas de ilhotas
sanguineas ou segmentos maiores de tecido angiogénico, espar¢gamente encontrados na
porgdo central, proxima ao embrido e concentrados perifericamente, na regido do "sinus
terminal" presuntivo. As ilhotas sanguineas mostraram um aspecto de degeneragio
caracteristico, assemelhando-se a um "estilhagamento" (figura 23), principalmente nas

areas restritas em que essas estruturas exibiam alguma continuidade.

Um segundo padrio de alteragdo particular, denominado "fish - shaped"
(figura 24), caracteriza-se inicialmente por um erro de rotagdo, no qual este evento
somente ocorreu de modo normal (normotaxia) na regido anterior do embrido, até o nivel
médio troncal. Posteriormente, numa distancia longitudinal média entre os dois pares de
membros, o sentido da rotagdo do tubo neural se deu ao contrario, para a direita
(heterotaxia), conferindo ao corpo a conformacdo da letra "S". Em alguns destes
individuos, ha auséncia da cauda e neurdporo posterior aberto. Em outros, a cauda
apresenta-se muito reduzida e eventualmente flexionada lateralmente em relagdo ao plano
antero - dorsal e posterior. Os membros sdo morfologicamente normais, contudo o par
posterior, nos individuos desprovidos de cauda, apresenta dimensdes relativamente
maiores que o padrdo normal. Estas caracteristicas, principalmente nos embrides

sigmoides e sem o botdo caudal, cuja extremidade posterior estd "emoldurada" pelos
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membros posteriores, unicos apéndices a se projetarem do extremo caudal, bilateralmente,
conferem a esses individuos a aparéncia do peixe referido como cavalo - marinho

(Hippocampus), motivo da denominagdo escolhida.

Formas caracterizadas pela indefini¢do de eixos corporais, impossibilitando
determinar a dire¢do antero - posterior em virtude da massa amorfa de tecidos, sem

estruturas visiveis foram registradas como teratomas (figura 25).

Duplicidades do neuroeixo foram verificadas em 2 embrides, sendo um caso
de paralelismo € o outro (figura 26), uma forma toracopaga com um 4angulo de

aproximadamente 90° entre as estruturas cefalicas.

Na regido extra-embriondria de espécimes apresentando desenvolvimento
defasado (nanismo), padrdo "sphinx - shaped" e nos teratomas, a area vasculosa mostra-se
alterada em relagdo a forma, devido a redugdo do niimero de vasos e a presenga tardia de

ilhotas de sangue e segmentos maiores de tecido angiogénico.

3.3. Analise dos niveis de morfogénese

A classificagdo das categorias de malformagdo em niveis de morfogénese
evidencia o 3° nivel, relativo a dismorfismos localizados como o de ocorréncia mais
frequente seguido de dismorfismos generalizados (4° nivel), alteragdes de posi¢do (2°
nivel), formas correspondentes ao padrdo normal (1° nivel) e de anormalidades de

referéncia (5° nivel), o menos frequente (figura 6).
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Niveis
de

Morfogénese

Freqiiéncia relativa dos niveis morfogenéticos de 1 a 5, em todas
as categorias de forma embrionaria, registradas nas diversas
modalidades de incubacao.

A tabela V relaciona um sumario dos niveis morfogenéticos referentes a todas

as categorias de forma dos embrides, registradas por modalidade de incubagdo. Neste

procedimento, portanto, o nimero de observacdes (286), excede o numero de individuos

(163).

Tabela V - Tamanho das amostras, médias + desvio padrao, medianas e modas do
nivel de morfogénese referente a todas as categorias de forma
embrionaria, observadas nas modalidades de incubacao controle (i) e
testes (A, a, R, R1, R2, I, I1, 12, P, T1 e T2).

Modalidade Tamanho Media = Mediana Moda
de incubacao da desvio padrao
amostra
i 13 1,15 +0,55 1,0 1
a 20 2,00 = 0,97 2,0 2
A 25 2,60 =091 3,0 3
R 26 2,73 = 0,96 3,0 3
R1 35 2,74 = 1,01 3,0 3
R2 29 2,82 +1,16 3,0 3
Tl 23 3,08 0,99 3,0 3
P 35 3,11 +0,83 3,0 3
I1 25 3,36 = 0,86 4,0 4
12 24 341 +0,88 3,5 4
T2 17 3,47 0,87 4,0 4
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A tabela V mostra que os valores de média + desvio padrdo, mediana e moda,
referentes a categoria normal (nivel 1 de morfogénese) sdo verificados na modalidade de
incubagio controle (i) e evidencia que os valores mais altos correspondem ao 4° nivel,
referente a categorias de malformac¢do que comprometem a integridade dos processos de
morfogénese, conferindo formas particulares como nos espécimes andes e nos "sphinx-
shaped" e "fish-shaped".

Na tabela V, embora a mediana e a moda relacionem as modalidades (I), (I1),
(I12) e (T2) ao 4° nivel, a média somente evidencia um valor mais elevado (3,83), em
relagdo ao teste (I). Com excessdo desses 4 testes e do controle (1), as demais modalidades

de incubagdo produziram alteragdes morfogenéticas de tendéncia localizada - niveis 2 e 3.

Um segundo sumario de dados (Tabela VI), do mesmo modo que o anterior,
relaciona o tamanho das amostras, médias + desvio padrdo, medianas e modas dos dados
morfolégicos, contudo nestes calculos foi considerado apenas a categoria de forma
referente ao nivel méaximo registrado por embrido, desprezando-se categorias referentes a
niveis inferiores. Neste procedimento, o niimero de observagdes corresponde ao nimero
de individuos. (163 unidades).

Tabela VI - Tamanho das amostras, médias £ desvio padrio, medianas e modas

referentes ao nivel morfogenético maximo, definido pelas categorias de
forma em cada embrido.

Modalidade Tamanho Média =+
de incubacido | da amostra desvio padrio Mediana Moda
1 13 1,15+ 0,55 1 1
a 12 L83+ 1,19 1 1
A 13 292+ 125 3 3
R 15 3,00+ 1,13 3 4
R1 14 3,07+ 1,43 4 4
R2 16 3,18+ 1,42 4 4
i 12 3,41+ 1,24 4 4
P 16 3,62 + 0,88 4 4
12 15 3,86 £ 0,74 4 4
| 14 4,00 + 0,39 4 4
I1 13 4,07 £0,27 4 4
T2 10 410+0,31 4 4
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A tabela VI, com base principalmente nos valores de média e desvio padrio,
demonstra que o nivel mais acentuado de comprometimento dos processos de
morfogénese, correspondeu ao 4° (alteragdes particulares na forma), nas modalidades de
incubagdo em que ovos abertos foram injetados com: 0,5U de insulina (I), 0, 25U de
insulina (I1) e tunicamicina - 0,66pg/ml, (T2). Ja nas modalidades de incubag#o (i) - ovos
intactos € (a) - ovos perfurados, o nivel de morfogénese médio tendeu ao 1° (100% de
integridade dos processos morfogenéticos), sendo este o valor da mediana e da moda para
as duas modalidades. As medianas de nivel morfogenético referente as modalidades de

incubagdo (A) e (R), corresponderam ao 3° nivel (dismorfismo localizado).

Em relagdo as demais modalidades, os valores de mediana e moda referentes
ao 4° nivel de morfogénese, ao contrario da tabela anterior, mostram-se generalizados e as
médias, evidenciam valores iguais ou superiores ao 4° nivel, nas modalidades (I), (I1) e
(T2). A partir da modalidade (I2) - com média e desvio padrdo iguais a 3,86 + 0,74, os
valores da média decrescem nas modalidades (P), (T1), (R2), (R1), (R), (A), (a) e (i),

respectivamente.

A ANOVA (p < 0,05) evidenciou que ocorreram diferengas entre as médias

em diferentes testes.

O método de comparagdes multiplas (95%) mostrou que as médias de nivel
morfogenético dos testes (I), (I1), (T2), (I2), (P) e (T1) constituem grupos homogéneos,
relagdo também verificada em relagéo aos testes (A), (R), (R1), (R2), (P) e (T1). Apontou
ainda, diferengas estatisticamente significativas entre as médias de nivel morfogenético
dos testes (1) e (a), grupos homogéneos entre si, em relagdo as médias das demais
modalidades de incubagdo e mostrou que as médias de nivel morfolégico intermediario,
dos testes (A),(R) e (R1), sdo significantemente diferentes da média dos testes (I), (I1) e
(T2).

A figura 7 compara os intervalos das médias em todos os testes. Verifica-se a
tendéncia a elevagdo nos niveis de alteragdes na forma até o teste (I1) e redugfio nesses

niveis a partir do teste (P) até o teste (T2), o qual possui a maior média.
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Figura 7 -

Intervalos para médias (95% de confianca) de nivel morfoldégico para
as modalidades de incubagio: (i), (A), (a), (R), (R1), (R2), (I), (I1), (12),

(P), (T1) e (T2).
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As figuras 8 e 9 evidenciam através da elevacdo médias e dos dados de
freqii€ncia dos niveis, a tendéncia a redugdo da integridade da forma embrionaria,

verificada na tabela VI a partir da modalidade de incubagdo controle.

Modalidades de incubagio

Niveis morfogenéticos

Figura 8- Mg¢dias de nivel morfolégico maximo por embrido de Gallus gallus
domesticus.

As modalidades de incubagdo em que os embrides apresentaram os niveis
morfogenéticos médios mais elevados (4° nivel), referem-se as 2 maiores concentragdes

de insulina e a menor concentragdo de tunicamicina (teste T2).

Na figura 9 a ¢ b os resultados a partir do controle mostram a queda na
freqiiéncia do padrdo normal - 1° nivel, enquanto aumentou a diversidade e a freqiiéncia

dos niveis mais elevados de comprometimento dos processos de morfogénese.
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Figura9 - Freqiiéncia de embrides referidos por nivel de morfogénese maximo,

nas modalidades de incubacao: i, a, A, R, Rle R2 (a), e T1, P, 12, I,
Ile T2 (b).
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A partir do desenvolvimento normal e das categorias de malformagcio,
classificados em niveis de integridade / comprometimento dos processos de morfogénese
do sistema nervoso central, verifica-se que o 1°, 2° e 5° niveis e.stﬁo onfogeneticamente
relacionados a um periodo de tempo de ocorréncia mais inicial, quando comparados ao 3°
e 4° niveis. Sendo estes relacionados a anormalidades que se instalaram em processos do
segmento médio-superior do neuroeixo - em especial o fechamento do neuréporo
posterior, o desenvolvimento das flexuras e do botdo caudal e a efetivagiio da rotagdo do
eixo corporal (Figura 10) - o que implica em modifica¢des, no intervalo de tempo de 24h

a 48h apds o tratamento.

tardio

Tempo

Niveis
de
Morfogénese

Relativo ao

Desenvolvimento 5

inicial £

Integridade do
Sistema Nervoso Central

Figura 10 - Esquema interpretativo dos 5 niveis de morfogénese, quanto 2
integridade do sistema nervoso central e ao tempo relativo ao
desenvolvimento embrionario, de acordo com os resultados obtidos no
presente estudo.



Figura 11 - Embrido normal de Gallus gallus domesticus (72h), estadio
12HH; controle i — (A) Alantéide; (F) Flexura cervical;
(MS) Mesencéfalo e (V) Vesicula éptica. Aumento 42 X.

Figura 12 - Embriio normal de Gallus gallus domesticus (84h), estidio
20HH; controle i — (M) Membros posteriores; (BC) Botio
caudal. Aumento 32 X
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Figura 13- Embrido normal de Gallus gallus domesticus (96h), estidio
23HH; controle i — (M) Membros superiores e (C)
Curvatura dorsal. Aumento 28 X.

Figura 14 - Embrido de Gallus gallus domesticus, malformado; teste A —

(R) Erro de rotagio; (C) Auséncia do botdo caudal. Aumento
20 X.
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Figura 15- Embrido de Gallus gallus domesticus, malformado; teste R1
— (F) Defeito de flexura do tubo neural. Aumento 42 X.

Figura 16 - Embrido de Gallus gallus domesticus, malformado; teste 12 —
(A) Assimetria da vesicula éptica e (R) Redugio do botio
caudal. Aumento 20 X.
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Figura 17- Embrido de Gallus gallus domesticus, malformado; teste 12
— (O) Anormalidade éptica. Aumento 20 X.

Figura 18 - Embrido de Gallus gallus domesticus, malformado; teste T1
— (DA) Dismorfismo anterior e (DP) Dismorfismo posterior -
auséncia de membros posteriores. Aumento 28 X.
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Figura 19 - Embrifio de Gallus gallus domesticus, malformado; teste P —
(DA) Dismorfismo anterior; (DP) Dismorfismo posterior e (C)
Anormalidade cardiaca. Aumento 70 X.

Figura 20 - Embrido de Gallus gallus domesticus, malformado; teste P —
Nanismo; (P) Protusio e (C) Anormalidade cardiaca.
Aumento 70X.
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Figura 21 - Embrido de Gallus gallus domesticus, malformado; teste I —
Padrdo "sphinx - shaped", regido dorsal. (C) Proje¢io
cefilica. Aumento 84 X.

Figura 22 - Embrido de Gallus gallus domesticus, malformado; teste I —
Padrio "sphinx - shaped". (C) Proje¢do cefilica. Aumento
140 X,
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Figura 23 - Embrido de Gallus gallus domesticus, malformado; teste R2
— Padrdo "sphinx - shaped”. (I) Ilhotas sanguineas.
Aumento 84 X,

Figura 24- Embrido de Gallus gallus domesticus, malformado; teste P —
Padrio "fish - shaped". (C) Auséncia de cauda e (F) Erro de
flexura. Aumento 28 X.
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Figura 25 - Embrido de Gallus gallus domesticus, malformado; teste R2
— Teratoma. Aumento 84 X.

Figura 26 - Embrido de Gallus gallus domesticus, malformado; teste R1
— Duplicidade. Aumento 84X.
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4. DISCUSSAO

O periodo embrionario compreende uma sucessdo de eventos marcantes, os
quais tém origem com a formagdo e organizagio inicial dos folhetos. Concdmitantemente
aos movimentos de neurulagdio, ocorrem outros processos de morfogénese €
organogénese, importantes para o estabelecimento progressivo da forma basica, que
predomina nesse periodo do desenvolvimento sobre caracteristicas especificas (Bellairs,
1971e Shostak, 1991). A partir do inicio da formagdo do tubo neural, durante o periodo
embrionario, tornou-se possivel acompanhar, coordenadamente, os movimentos de
rotagdo lateral do corpo, de curvatura ao nivel das flexuras, o desenvolvimento dos
somitos, do coragdo, dos membros e, com o fechamento do neuréporo posterior, a
formag&o do botdo caudal. Devido a relevancia destes eventos para a caracterizagio da
morfogénese do sistema nervoso central e do plano geral do organismo, os mesmos foram
os mais considerados na analise da ag¢#o de fatores fisicos e quimicos no desenvolvimento

embrionario, em relagéo ao tempo e as modalidades de incubagdo (tabela I).

As disparidades verificadas em relagdo as freqiiéncias de incubagio, de ovos e
de embrides fixados entre as diversas modalidades (tabela II), independentemente da
susceptibilidade do material aos diversos fatores de teste, resultaram provavelmente de

variagdes na freqiiéncia de ovos fecundados entre os lotes fornecidos e de influéncias
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_atribuidas ao padrdo do ciclo sexual das aves, nas estagdes do ano, durante a realizagdo do

presente trabatho.

Com a efetivagdo do periodo de 24h de incubagﬁo, a analise dos ovos abertos e
vidveis demostrou que a média da idade embrionaria correspondeu ao tempo no qual se
processa elevagdo e fusdo das dobras neurais. Contudo, mesmo aqueles individuos cujo
desenvolvimento diferiu dessa média (estadio 7 HH), mostraram-se morfologicamente
compativeis com o processo de neurulagdo e portanto, com o quadro ontogenético de

susceptibilidade, necessario a efetivagido dos experimentos nos diversos fatores de estudo.

As variagdes no tempo de desenvolvimento, apresentadas por 44,5% dos
embrides considerados normais ao final de 96h de incuBagéo (figura 3), incluindo os
submetidos & modalidade de incubagdo controle (i), podem ter ocorrido em fungdo de
diferengas individuais, possivelmente de heterocronias entre as estruturas embrionarias,
resultando em ritmo de desenvolvimento normal, embora diferenciado entre esses

especimens (Bellairs, 1971; Aimar et al., 1981; Shostak, 1991 e Duboule, 1994).

Esta observa¢do se fundamenta nos estadios descritos por Hamburger e
Hamilton (1951), referentes ao nivel de desenvolvimento dos somitos e das flexuras do
tubo neural que, de acordo com Freeman & Bracegirdle (1982), se mostram inespecificos
em relagdo a alguns periodos de tempo. As observagdes efetuadas quanto & cronologia da
ontogénese de Gallus gallus domesticus, corroboram as afirmagdes desses autores quanto
a divergéncias na presenga de estruturas, também apontadas por Dias (1994), para o

periodo de 72h de incubagio.

Batt (1980) e Vakaet (1984) mencionam alternincias entre os "picos" das
curvas de desenvolvimento de estruturas embrionarias, as quais indicam que os processos
organogenéticos ndo sdo absolutamente uniformes em relagdo ao tempo, mas ao contrario,

parecem sofrer oscilagdes no ritmo de desenvolvimento. Os dois autores citam ainda, que
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alternancias nesse ritmo, nos .periodos de 72h e 96h de incubagdo, também denominadas
curvas de desenvolvimento, dificultam a avaliagdo precisa da idade embrionaria, uma vez
que a diferenciagdo dos tecidos ndo se distribui a uma taxa uniforme nas diversas regides

de um mesmo organismo.

No presente estudo, malformagSes registradas em embrides submetidos a
abertura e injegdes topicas nas adjacéncias do tubo neural em formagdo, resultaram em
inimeras categorias de alteragdo morfoldgica (tabela IV), as quais por serem comuns a
mais de uma etiologia estio também referidas na literatura consultada (Patten, 1951;
Deuchar, 1952; Harrison, 1957; Delphia & Elliot, 1965; Bannigan, 1985; De Pablo et al.,
1990; Brook et al., 1991; Ménner et al., 1993: Rahman et al., 1994; Dias & Miiller, 1995
e Shibley & Pennington, 1995).

O levantamento de categorias de malformagdo e a sua classificagdo em niveis
morfogenéticos, através do protocolo definido na metodologia, foram inicialmente
discutidos segundo um enfoque principalmente quantitativo da sua ocorréncia, com base
nas figuras de niimero 5 a 8, bem como, nas tabelas IV, V e VI. No segundo momento, as
categorias de malformagéo e os respectivos niveis morfogenéticos considerados quanto a
aspectos qualitativos, permitem uma abdrdagem etiolodgica, fundamentada na literatura

pertinente.

‘Embora ndo relacionem as modalidades de incubagio, os dados de freqiiéncia
da figura 6, que mostram o 3° nivel de morfogénese, referente a dismorfismos localizados,
como o de ocorréncia mais comum, seguido por dismorfismos generalizados (4° nivel),
alteragGes de‘ posigdo (2° nivel), forma correspondente ao padrdo normal (1° nivel) e
anormalidades de referéncia (5° nivel), fornecem uma perspectiva, com base no nivel de
integridade dos processos de organogénese, do modo pelo qual o estabelecimento da

forma foi alterado nos organismos.
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O comprometimento dos processos. morfogenéticos a nivel de uma regido
especifica (3° nivel) ou de multiplos campos do organismo (4° nivel), predominantes cerca
de 64% em relagdo as demais ahonnalidades, ocorreram em periodos relativamente
tardios - 27h a 60h, devido a erros na fusio das dobras neurais e na morfogénese cefélica,
dos membros e/ou caudal. Por outro lado, as alteragdes da forma menos frequentes, sendo
decorrentes da ndo formagdo de um centro organizador, desorganizagdo deste ou da
duplicag@o do eixo longitudinal (5° nivel), surgiram durante a gastrulagio ou no periodo
embriondrio inicial - 6h a 24h (figuras 1 e 10), evidenciando que o tempo de incubagio é
um fator preponderante na dismorfogénese, de modo que a gravidade dos defeitos na
forma do individuo tende a aumentar em extensio, na dire¢do do desenvolvimento mais
inicial (Huettner, 1949; Hamburger & Hamilton, 1951; Deuchar, 1952, Delphia & Elliot,
1965; Houillon, 1972; Patten, 1973; Shostak, 1991; Jacobson, 1993 e Gilbert, 1994).

Embora as orientagdes antero - posterior, dorso - ventral ou mesmo de campos
morfogenéticos estejam determinadas no blastoderma, os processos envolvidos em
estabelecer eixos de referéncia no corpo do embrido poderiam, mesmo assim, ser
alterados. Individuos portadores do 5° nivel de morfogénese, mas que no momento da
manipulagdo apresentaram idade compativel ao periodo de 24 horas de incubagdo (tabela

III), emprestam suporte a essa possibilidade.

A ANOVA (p < 0,05) e 0 método de comparagdes multiplas evidenciaram
diferengas estatisticamente significativas entre as médias das modalidades de incubagéo
controle (i) € de ovos perfurados (a), em relagdo as demais modalidades de incubagdo. Os
testes (i) e (a), que apresentaram mediana e moda iguais ao primeiro nivel morfogenético
e grupos de médias de niveis homogéneos, sugerem que a perfuragdo da area pelicida
(Figura 2), nio comprometeu a morfogénese embriondria, nos mesmos parimetros
evidenciados em relagdo aos demais testes, que causaram acentuado nimero de

malformagdes de nivel morfogenético elevado (Tabela VI e figuras 7 e 8).
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A partir da modalidade (A), € das 3 concentragdes da solugdo de Ringer (R),
(R1) e (R2), a frequenc1a das alteraqoes na forma embnonana elevou-se, com
predomindncia de anormalidades relac1onadas a posi¢do e dismorfismos locahzados
(figura 9a). Como mostra a figura 9b, nos testes (T1), (P), (I12), (), (I1) e (T2) o 4° nivel
de morfogénese, permaneceu o mais frequente, acentuando-se ainda uma tendéncia a
.red‘ugﬁo da diversidade dos niveis morfogenéticos por .modah_lidade de teste. Nessa
seqiiéncia de testes o padrdo normal de desenvolvimento (1° nivel) tende a diminuir, mas
os dados de média em (R), (R1) e (R2) (figura 8), revelam que o nimero de individuos
normais tende a aumentar 4 medida que diminui a concentragdo do fator de estudo nos
trés testes, permitindo supor, que houve susceptibilidade dos organismos as interferéncias,
conferidas pelos fatores utilizados no presente estudo, € que estas se deram,
provavelmente, a nivel dos mecanismos epigenéticos, reportados por Cole & Trasler
(1980); Darnell & Schoenwolf (1995); Ekblom (1995); Ekker et al. (1995); Epstein (1995)
e Gumbsiner (1996). | |

Os dados referentes a nivel morfogenético apresentados na tabela V, baseados
no levantamento de todos os casos de malformagdo por modalidade de incubagdo,
evidenciam que estes s30 mais numerosos que o0 proprio nimero de individuos
malformados e mostram que os espécimes que apresentaram as médias mais elevadas de
morfogénese alterada (4° nivel), foram submetidos & insulina (I), (I1), (I2) e tunicamicina
(T2). Na tabela VI, onde os dados se baseiam na freqiiéncia de categorias de
malformagdo, definidas por nivel morfogenético maximo registrado por individuo, os
valores de médias ratificam o 4° nivel como o mais elevado e também o relacionam aos
espécimes submetidos & insulina e tunicamicina (I), (I1),(I12) e (T2). Os dados da tabela
VI, além de confirmar a viabilidade das analises realizadas através do protocolo descrito
na metodologia, fornecem em adigéo a tabela V, uma estimativa mais precisa do efeito de

cada teste sobre os processos de morfogénese, pois a comparagio de médias, medianas e
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modas realizada nas duas tabelas, permite compensar as diferengas sofridas por estas 3
medidas de tendéncia central em face as caracteristicas particulares de cada conjunto de
dados. Efetuado isoladamente, o levantamento do nivel de morfogénese méximo
registrado por individuo, demonstra ser o procedimento mais adequado a avaliagio, uma

vez que facilita o estudo da forma, ao resumir o nimero de dados na analise exploratéria.

Quanto a natureza das anormalidades, as concernentes ao 3° nivel de
morfogénese consistem em um conjunto de defeitos relacionados ao tubo neural ou
referentes a toda a regidio anterior, ou  posterior, incluindo estruturas especificas, que em
sua formagdo envolvem a participagdo de mais de um folheto embrionario, tais como

vesiculas Opticas, coragdo, membros anteriores e posteriores, e cauda.

As anormalidades referentes ao 4° nivel de morfogénese, sio representadas
pelos casos de defasagem no desenvolvimento como um todo (padrio de nanismo), e
pelas alteragdes particulares da forma (“"sphinx" e "fish - shaped"), padrdes que se
relacionam mais diretamente aos fatores testados (figuras 4 € 5). O padrido "sphinx -
shaped”, o mais freqiiente na modalidade de incubagdo com a insulina (no teste I) e
seguido de freqiiéncias menores nas outras 5 modalidades de testes, (II), (I2), (P), (R2) e
(T1), permite vincular o respectivo conjunto caracteristico de alteragfio, pelo menos as trés

concentragdes de insulina suina utilizadas.

Provavelmente devido ao nivel de diferenciagdo no neuroeixo ter avancado
pouco apoés 24h de incubagdo, falhas nos movimentos morfogenéticos, consideradas por
niveis e relacionadas a agdo dos fatores fisicos e quimicos aplicados nesse periodo,
tenham comprometido a organizagdo das estruturas embrionarias desde um aspecto geral -
0 nanismo, até um mais regionalizado - mostrado por embrides "sphinx" e "fish - shaped",
anormalidades concernentes a dismorfismos generalizados, caracteristicos do 4° nivel de

morfogénese (Harrison, 1957; Delphia & Elliott, 1965 € Eyal-Giladi, 1991).
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Além do 4° o0 3° e o 2° niveis de morfogénese, onde se caracterizam
dismorfismos localizados e anormalidades de posigdo em relagdo ao eixo embrionario,
‘indicam pela cronologia das estruturas embrionarias (ﬁguré 1), que as modificagdes
introduzidas nos processos de morfogénese, se deram principalmente dentro do periodo de
24 horas consecutivo a aplicagio dos fatores, ressaltando com os niveis, que as alteragdes

ocorreram em resposta a uma agéo singular, neste tempo de desenvolvimento.

Com excessdo dos padrdes "fish e "splﬁnx - shaped”, que envolvem conjuntos
particulares de alteragdes, as demais categorias de malformagéo niio parecem se vincular a
um fator de estudo especifico, demonstrando portanto, uma ocorréncia generalizada em
relagdo aos diversos testes (tabela I'V) e assinalando a conveniéncia do reconhecimento de
padrdes de malformagdo, para evidenciar a relagdo entre estes e a agdo de fatores do

ambiente.

De acordo com Patten (1973) e Jacobson (1993), a divisdo de uma area de
diferenciagdo axial, no inicio de sua formagdo no disco embrionario, pode levar ao
desenvolvimento de duplicidades (figura 26). Em relagio a teratomas (figura 25),
‘encontra-se na literatura o termo aplicado a praticamente qualquer espécie de tumor misto.
Sob esta denominagdo se agrupam processos muito heterogéneos de desenvolvimento,
mas que resultam em formas limitadas e com evolugdo corporal tdo defeituosa, que os
especimens deixam de evidenciar externamente, o eixo antero - posterior. Nestas
categorias os fatores fisicos e quimicos podem ter interferido nos tecidos embrionarios a
nivel de mecanismos celulares refletindo na morfologia dos embrides estudados. Contudo,
segundo Yuan et al. (1995), embora no estadio de néurula inicial o destino celular nio
esteja irrevogavelmente estabelecido, a origem precoce de duplicidades e teratomas, e sua
freqiiéncia reduzida nas modalidades de incubagdo, parecem estar vinculadas

preponderantemente a ag¢do de fatores intrinsecos.
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Os embrides que apresentaram anormalidade cardiaca - 3° nivel de
morfogénese (figuras 19 e 20), mostraram apenas formagdo incompleta da parede ventral
toraxica, o que levou ao surgimento de hémias, posi¢des ectopicas do coragdo, € portanto,
ao nivel da analise realizada neste estudo, ndo ficou demonstrada qualquer alteragdo
resultante da supressdo de outra caracteristica morfologica do tubo cardiaco. Em alguns
destes espécimes, a dobra pericardial, transitoriamente impedida de recobrir o coragdo em
desenvolvimento pode efetivamente ter recoberto este obstaculo mecéanico. Deste modo os
ventriculos terminaram sendo incorporados na cavidade peritonial, voltando a sua posigido
normal e ajustando-se adequadamente ao organismo em desenvolvimento (Ménner et al.,
1995b). Este processo regulatoério, referente a auto organizagao (Seilacher, 1991 e Dias &
Miiller, 1995), pode explicar os diferentes graus de anormalidades cardiacas observados

nos embrides manuseados.

Minner et al (1995b) concluiram que em embrides de Gallus gallus
domesticus, desordens do desenvolvimento da parede toraxica, em particular da dobra
- peritonial, podem resultar em defeitos congénitos do coragdo, por interferéncia mecénica
nos dobramentos do coragéo embrionario. Erros no recobrimento deste 6rgdo por parte da
dobra pericardial, poderiam ter origem em movimentos morfogenéticos inadequados,
principalmente na diferenciagdo de arcos branquiais, provocadas pela manipulagdo, na

regido proxima a cabeca do embrido.

Enquanto Minner et al. (1993), afirmam ndo ter encontrado nenhuma
associagdo entre anomalias extracardiacas e malformagdes individuais do coragdo,
correlagdes relacionando defeitos no tubo neural, foram sugeridas por Seller (1995b) e
Sever (1995). A analise do padrio de malformagdo "fish - shaped" (figura 24), parece
indicar interdependéncia entre defeitos de rotagdo e flexuras do tubo neural, e

anormalidades referentes ao botdo caudal.
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Diferentes causas potenciais, relativas a determinadas categorias de alteragio
da forma registradas nos embrides manuseados, foram anteriormente consideradas por
diversos autores, em importantes trabathos referentes a teratogénese de aves e mamiferos
(Deuchar, 1952; Carles et al., 1991; Bowden et al.; 1993; Minner et al., 1993; Bowden et
al., 1995; Epstein, 1995 e Fuginaga, 1995).

Mainner et al. (1995b), afirmam que durante os dois primeiros dias de
desenvolvimento, o suprimento de oxigénio dos embrides de galinha é independente do
fluxo saﬁguineo, sendo suprido por difusdo direta, através da casca do ovo, da camada de
albimem e da membrana vitelinica, que recobrem o embrifo. Durante o 3° dia de
incubagdo, este processo € gradualmente suplementado por provimento mediado pelo
fluxo sanguineo, que se torna o mecanismo pelo qual o embridio em desenvolvimento é

suprido de oxigénio.

Por outro lado, a formagdo do d4mmnio na regido anterior, segundo Bell &
Freeman (1971) e Minner et al. (1995b) representa uma barreira a difusio, provocando
uma demanda precoce de oxigénio nas regides cefalica e cervical uma vez que, a partir
destes locais se desenvolvem os processos de dobramento, flexura e rotagdo do tubo
neural. Sendo assim, os fatores de estudo podem ter agido indiretamente, alterando
mecanismos que levaram a eventos anormais da angiogénese, com efeitos negativos sobre

a forma embrionaria como um todo.

A presenca de embrides normais (figuras 11, 12 € 13) em diversos testes
aponta para a hipodtese anterior de um modo nfo absoluto, condicionando a agdo dos
agentes fisicos e quimicos a tangivel dependéncia em relagdo ao tempo, ou idade dos
embrides, no momento em que cada tratamento foi realizado (tabela III e figura 10). Esses
dois fatores, juntamente com caractéristicas intrinsecas, de potencial individual,

possivelmente interagiram nos experimentos.
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Assimetria (figura 16), uma anormalidade de posigdo, referida como de 2°
nivel na alteragdo da morfogénese, foi relacionada por Minner et al. (1995b), como
decorrente de hipoxia, sehdo que nesta condigdo, embrides de Gallus gallus domesticus
desenvolveram assimetria bilateral, levando os autores & conclusdo de que as estruturas
adjacentes as membranas secundarias, tendem a condigdo de normoxia e apresentam
consequentemente, um nivel de desenvolvimento relativamente mais avangado que
aquelas adjacentes ao saco vitelinico. Alguns embrides manuseados, apresentando
assimetria nas dimensdes das vesiculas Opticas - menores do lado esquerdo, apdiam essa

afirmativa.

De acordo com Almirantis (1995), sendo o blastoderma um sistema
totipotente, as micro-estruturas seriam orientadas no primeiro momento apenas por fatores
especificadores dos eixos antero - posterior ¢ dorso - ventral, resultando diretamente na
diferenciagdo dos lados direito e esquerdo do campo morfogenético tridimensional total.
Os dados referentes a anormalidades na simetria bilateral de estruturas pares, permitem
postular que uma desorganizagdo de carater inicial, no gradiente "default” de referéncia
dos eixoé, pode ter ocorrido como consequéncia imediada da manipulagdo mecanica, nos

tratamentos com abertura e injeges.

Defeitos nas flexuras do tubo neural (figura 15), anormalidades também
correspondentes ao 2° nivel de morfogénese, sugerem que taxas de crescimento
diferencial entre as porgGes ventral e dorsal das estruturas axiais (tubo neural, notocorda,
vasos € tubo digestivo), podem ser determinantes dos eventos de flexdo ventral do
embrido, a0 menos a nivel cranial (Ménner et al., 1995a), e por conseguinte, constituir
processo alvo dos fatores, levando ao comprometimento das flexuras. Outro mecanismo
envolvido no desenvolvimehto de flexdo, sdo mudangas ativas na forma das células
neuroepiteliais, mediadas pelo citoesqueleto e considerada por Schoenwolf & Yuan

(1995), como uma das forgas intrinsicas da neurulagdo. E segundo Ménner et al. (1995a),
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o metabolismo de monoaminas em células da notocorda e na placa do assoalho do tubo
neural estad também correlacionado, temporal e espacialmente, com as flexuras do COTpo

do embrido.

O tubo neural aberto, categoria de malformagdes referente ao 3° nivel de
avaliagdo da morfogénese - dismorfismo localizado, surge, de acordo com a teoria de Van
Allen (Seller, 1995b), devido a falhas em um ou mais sitios de fusionamento™do tubo

neural ou em um de seus neurdéporos (Schoenwolf, 1994 € Van Straaten et al., 1995).

AlteragGes no processo de neurulagdo, resultando em anencefalia e espinha
bifida, podem originar-se de alteragdes em um grande nimero de mecanismos e
componentes celulares, incluindo a interagdo célula - célula, divisdo celular ¢ mudangas
na forma das células do ectoderma superficial ou neural, sendo esse tipo de defeito
consequéncia do estddio de desenvolvimento em que ocorreu 0 comportamento anormal,
bem como do nivel rostro - caudal especifico em que se encontrava aquele processo

(Triplett & Meier,1982; Eyal-Giladi, 1991; Eyal-Giladi et al., 1992 e Schoenwolf, 1994).

Defeitbs na formagdo do tubo neural tém sido associados diretamente a agdo
de teratogenos, sendo o exemplo da espinha bifida em humanos, vinculado ao
anticonvulsivo valproato de s6dio e o da exencefalia em ratos, a exposi¢do das mées a
hipertermia (Seller, 1995b). Neurdporo anterior aberto foi provocado em 10% dos
embriGes de rato em cultura por até 45h, apds micro - inje¢do de PBS (Chen & Hales,
1995). Os embrides caracterizados como "fish - shaped", apresentaram também defeito a

nivel de fechamento do neurdporo, contudo neste caso, na regido posterior.

Inje¢des com diferentes drogas tém provocado efeitos de tendéncia
regionalizada, em relagdo as porgdes cefélica, troncal e caudal do tubo neural, indicando
que os mecanismos envolvidos nos eventos morfogenéticos nestas regibes, sdo

provavelmente distintos (Schreiber et al., 1995). Especificidades em determinados niveis
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do eixo corporal, foram relacionadas ao teste (P) com PBS 10mM, cuja acdo, voltada a
morfogénese da regido posterior do corpo, ficou evidente no padrao "fish-shaped" (4°
nivel de morfogénese), marcado pela alta freqiiéncia de torgdes froncais anormais,

redugdo, ou auséncia, do botdo caudal e neuréporo posterior aberto.

A insulina também mostrou uma agdo relacionada a diferentes regides do eixo
antero - posterior, sendo que Cole & Trasler (1980), demonstraram com estudos
embriol6gicos, que essa substdncia alterou o padrio de fechamento e levou a perda do
movimento normal de rotagdo do tubo neural e postularam que a perda extensiva de
rotagdo leva a forma corporal anormal, em ratos, provendo base mecanica para casos de
tubo neural fendido. Além da auséncia de rotagdo implicita no mbito das caracteristicas
do padrdo "sphinx- shaped”, os 5 casos de erros de rotagdo - 8,4% das categorias de
malformago do 2° nivel de morfogénese (figura 14), niio possibilitaram sua correlagio a
acdo de uma substincia particular e denotam sua presenga junto a outras anormalidades,

porém sem uma vinculagdo especifica (tabela IV).

Anormalidades de fechamento do tubo neural, defeitos no mesénquima da
cabega, arcos branquiais, somitos e nos botdes de membros, segundo Chen & Behringer
(1995), foram induzidos por inativagdo do gene "twist" (xtwi), que se expressa na
notocorda e no mesoderma lateral, presente cronologicamente, desde a gastrula inicial até
a néurula, regulando intrinsicamente a morfogénese € o comportamento das células
mesenquimais da cabega, que por sua vez, atuam na morfogénese do proprio tubo neural
cranial. Schorle et al. (1996) e Zhang et al. (1996), estudando a fungdo do gene "AP - 2"
na embriogénese, através de mutantes para esse fator, reportaram que além de severa
dismorfogénese da regido anterior, a falha do fechamento do tubo neural cranial coincidiu
com o aumento da apoptose no mesencéfalo anterior, rombencéfalo e no 1° arco
branquial. Contudo néo envolveu a perda da expressdo de "twist" ou do "pax - 3", os dois

genes regulatérios citados, reconhecidamente requeridos para o fechamento do tubo
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neural cranial. Durante o fechamento do tubo neural em ratos, o fator AP - 2 é expressado
no ectoderma e nas células das cristas neurais, provendo informagdo posicional e

estrutural & morfogénese cefalica.

As aﬁrmag:()‘es acima, conferem suporte a sugestio de que mecanismos de
indugdo embrionaria, e os referidos genes, embora estejam aptos a operar sob agdo de
drogas como a insulina, poderiam estar também envolvidos nas alteragdes registradas pelo
menos nos embrides que apresentaram dismorfismo anterior e padrdes de malformagéo

"sphinx e fish - shaped"”, niveis 3 e 4 de morfogénese, respectivamente.

Conforme os resultados obtidos por Yuan et al., (1995), além do nd de
Hensen, areas de ectoderma laterais a linha primitiva teriam potencialidade de
transdeterminagdo para formar notocorda na auséncia das células precursoras notocordais,
provendo inclusive os sinais indutivos para a re-especificagdo desta estrutura. Esses
resultados fundamentam a hipotese de que no padrio "sphinx - shaped" (figuras 21, 22 e
23), os mecanismos celulares que controlam os movimentos pré - notocordais de
regressdo do n6 de Hensen e linha primitiva (Schoenwolf, 1994), estdo sujeitos as
intervengdes experimentais nos flancos de ectoderma da area pelacida adjacente ao
neuroeixo, por interferir com a camada de células que estaria se movendo caudalmente. A
remogdo desse "motor", responsavel pela propulsdo na placa neural posterior, levaria ao
desenvolvimento troncal - caudal defasado, ou mesmo, a paralizagdo deste processo,

aspectos caracteristicos dos embrides "sphinx - shaped".

Em relagdo ao nanismo (figura20), Shibley & Pennington (1995) afirmam que
o crescimento de um embrido pode ser alterado pela interrupgio da cascata de sinalizagdo
que afeta os niveis da ornitina descarboxilase (ODC). Testando a agdo de drogas de abuso
em embrides, registraram em resposta, uma diminuigio da ODC, enzima também

relacionada a biossintese de poliaminas, moléculas que estabilizam o acido desoxi-
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ribonucléico e ribonucléico, regulando o ciclo celular normal e portando, através da

fungdo mitogénica, o desenvolvimento e o crescimento do corpo.

Pennington et al (1995) reportaram, porém, que o tratamento com insulina
exdgena nio estimulou o crescimento de embrides e quando administrado juntamente com
alcool, produziu efeitos inibitérios sobre o crescimento. Cole & Trasler (1980) mostraram
que o tratamento com insulina alterou significativamente o indice mitético, o padrio de”
rotagdo e¢ fechamento do tubo neural e o metabolismo de carbohidratos, causando

secundariamente, queda na glicose disponivel.

Sendo componentes do sistema de sinaliza¢do, insulina, pré-insulina, IGF e
outros fatores de crescimento possuem receptores especificos na superficie celular e
segundo Raw et al. (1991), os receptores de IGF-1 sdo semelhantes aos da insulina.
Estudos de competigdo evidenciam a existéncia de receptores especiais de IGF-1, -
diferentes dos da insulina, entretanto os dois receptores nio apresentam uma
especificidade absoluta sendo que em altas concentragdes os dois hormdnios podem
incorrer em reagdo cruzada, uma possivel explicagdo para os efeitos ocasionados por altas
doses de insulina sobre o crescimento. (Cole & Trasler, 1980; Triplett & Meier, 1982;
Vakaet, 1984; Low & Saltiel, 1988; Raw et al., 1991; Shostak, 1991; Montgomery et al.,
1994; Schoenwolf & Yuan, 1995; Burt et al., 1995 e Stryer, 1995).

Conforme Fox (1986), Ishihara et al. (1987) e Chan et al. (1989), a insulina
também estimula a hidrélise de compostos ligados 4 membrana da célula que, por se
acumularem extracelularmente, poderiam vir a influenciar negativamente a sinalizagdo
intercelular, por meio da saturagdo dos mecanismos de recepgdo ou de transdugdo do
sinal, ocasionando deste modo, erros de coordenagdo posicional na organogénese (Saltiel

& Cuatrecasas, 1986 e Farese et al., 1988).



72

Em estudos com baixas concentragdes (0,1 a 1,0 ng/ml), a insulina aumentou
em aproximadamente 50% o consumo de glicose na discogastrula, estimulando o
desenvolvimento, entretanto, segundd Reusch et al. (1995)-e De Pablo et al. (1990), altas
doses (ug/embrido de galinha) de insulina e pré-insulina, causaram morte, ou crescimento
anormal - acompanhado da diminui¢do na concentragdo total de proteinas e acidos
nucleicos, e auséncia de extremidade posterior nos embrides de aves, de 96h de

incubagao.

A agfio da insulina sobre o metabolismo de glicose e o ciclo celular (Cole &
Trassler, 1980; Cheatham & Kahn, 1995 e Gumbiner, 1996) repercute no organismo como
um todo (Pennington, et al 1995), como mostram os quadros de defasagem referidos como
nanismo ¢ "sphinx - shaped". Embora no presente estudo estes resultados ndo estejam
relacionados somente a agdo da_ msulina, o modo como ‘esta substincia atuou,
particularmente no padrdo "sphinx - shaped", confirmou e estendeu os efeitos reportados
por De Pablo et al. (1990), quanto a dismorfogénese na regido posterior dos embrides de
aves, sendo que as 3 concentragdes administradas - elevadas, segundo os critérios de
Reusch et al. (1995), mesmo ndo tendo causado mortes, foram provavelmente
determinantes das anormalidades na morfogénese e no crescimento por bloquear os
movimentos celulares e a sua proliferagdo no segmento caudal do neuroeixo. E nesse
caso, a perda da especificidade absoluta dos receptores de IGF em relagdo a insulina -
condigdo aséinalada por Raw et al. (1991), constitui uma causa plausivel das

malformagbes em questio.

Mudangas no ambiente intercelular, a nivel da matriz, devem ainda agir
mecanicamente, por exemplo através da pressdo higrostatica resultante da hidratagdo, e
assim . provendo ou auxiliando dobramentos e outros movimentos morfogenéticos no
ectoderma neural normal (Schoenwolf, 1994). Além disso, uma vez que a matriz

extracelular, conecta diversas estruturas adjacentes como somitos, tubo neural, notocorda, -
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endoderma, aorta, ductos de Wolf (Jacobson, 1993; Schoenwolf, 1994; Christ & Ordahl,
1995 e Trousse et al., 1995), € possivel considerar que a agdo dos fatores de teste também
tenham interagido com aquela estrutura tridimensional, .comprometendo espacial e
cronologicamente, a morfogénese neural, determinada mas ainda nfo terminantemente

processada, no desenvolvimento inicial do embrido.

Diversos sinais instrutivos estdo envolvidos na indugdo normale na formacéo
de uma notocorda unica, com fatores indutores e polarizadores (Moiseiwitsch & Lauder,
1995). Experimentos recentes com anfibios e aves, realizados por Yuan et al (1995)
indicam que o fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e o fator de crescimento e
transformagdo B (TGFB) estdo envolvidos na indugdo do mesoderma axial. Esta
sinaliza¢do inicial, chave na determinagdo do neuroeixo embrionario, nio pode ser
desconsiderada quanto ao seu possivel envolvimento no bloqueio do crescimento &ntero -
posterior, observado no padrdo "sphinx - shaped", como também nos erros de torsdo a

nivel troncal, peculiares no padrdo de malformagio "fish - shaped”.

Em "fish - shaped", principalmente nos embrides desprovidos de cauda, que
incluiram tubo neural com neurdporo posterior aberto, a presenga de vesiculas cerebrais e
de medula de dimensdes normais, evidencia que os processos de oclusio e reabertura de
neurocele espinhal ocorreram normalmente, apenas em niveis anteriores ao lombo -
sacral, o que estd em conformidade com Schoenwolf & Desmond, (1986), os quais
reportam a ocorréncia da oclusdo do tubo neural, antes do fechamento do neurdporo
posterior e portanto antes de completar a elongagdo axial do corpo (estadios 18 a 23 HH),
sendo que, segundo Catala et al. (1995), a partir do estddio 4HH, o botdo caudal e

estruturas afins ja estdo determinadas.

A cito-embriotoxicidade por parte da tunicamicina, foi referida por Leist &
Wendel (1995), quando em concentragdes mais elevadas que 0,007 pg/ml e um relevante

conjunto de trabalhos relaciona diversas concentragbes e efeitos similares deste
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antibiotico (Takatsuki & Tamura, 1971; Olden et al., 1978; Pratt et al., 1979; Eto et al.,
1981; Kage et al., 1995 e Pedemonte, 1995).

A menor concentragdo de tunicamicina utilizada em testes, mencionada por
Takatsuki et al. (1975), foi de 0,005 pg/ml e a maior, foi de 50 pg/ml. Thesleff et al.
(1980), reportam que 0,15 pg/ml foi usado com sucesso em cultura de células, ao reduzir
a quantidade de matriz extracelular. Eniretanto, importante apoio a sugestdo de wuma
acumulagdo extracelular de componentes de matriz, foi provido por Olden et al. (1978),
que demonstraram que a inibigdo marcante do mecanismo de glicosilagdo de fibronectina
pela tunicamicina, ndo previne a exportagdo daquela prdtel’na para a superficie celular.
Assim, tanto a auséncia como o excesso de componentes de matriz extracelular,
imputados 4 agdo da tunicamicina na dependéncia da dose administrada, constituem

causas possiveis para malformagdes de 3° e 4° niveis de morfogénese.

Com excessdo do teste (T), onde a dose de tunicamicina - elevada segundo os
padrdes citados por Thesleff & Pratt (1980) - 150 pug/ml, foi 100% letal, os embrides
submetidos ao teste (T1), em que a concentragdo foi cerca de 33% inferior a0 maximo
citado pelos autores, mostraram além de redugdo no ritmo de crescimento, freqiiencias
importantes de dismorfismos, anterior e posterior. Isto permite supor que nesta
concentragdo a tunicamicina tende a exercer uma agdo localizada (3° nivel de
morfogénese), que se evidencia comparando-se estes resultados aos do teste (T2), onde na
menor concentragdo desta substincia, a tendéncia anterior ao contrario do esperado parece
se inverter, com maior freqiiéncia de nanismo (4° nivel) e numero reduzido de
dismorfismo localizado, o que se admite estar relacionado 4 idade embrionaria por ocasido
do tratamento, mais avangada e portanto menos permissiva, no teste (T1). A agdo deste
antibiotico, etﬁ concentragdes superiores as referidas por Leist & Wendel (1995) como
embriotéxica a nivel celular, como as demais drogas, nio induziu nos embrides

manuseados, o surgimento de uma malformagéo especifica.
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Solugdes salinas, tais como a de Hank, Loche, Tyrode e Ringer, embora
eventualmente associadas a resultados ndo esperados e relacionados a fatores
desconhecidos, ndo foram na literatura consultada (Flynn et al, 1991; Ménner et al., 1993;
Burt et al., 1995 ¢ Gerchman et al.,, 1995), vinculadas diretamente ao surgimento das
malformagdes. No presente estudo o pH das solugdes salinas e do tampdo utilizados pode
estar implicado nos resultados obtidos, particularmente em relagdo ao PBS, uma vez que
se aproxima mais do limite do respectivo intervalo de reagdo, citado por Souza et al.

(1989).

Esses autores afirmam que o tampdo fosfato pode formar precipitados no
interior das células, quando em presenga do calcio e que mesmo no caso de tampdes, a
composi¢do quimica pode alterar a morfologia celular, a densidade da matriz
citoplasmatica e a integridade de inimeros constituintes celulares, em fung¢do da
concentragdo do soluto, das faixas de temperatura e pH, e de outros fatores, como a hipo
ou hipertonicidade, pressdo de perfusdo, ou mesmo a natureza do material ou sistema
biolégico, no qual a solugdo é administrada. Tais aspectos, devem ser éonsiderados, como
possiveis causadores de malformagdo, nos embrides manuseados com solugdo de Ringer e

PBS, que inesperadamente mostraram elevadas freqiiéncias totais de alteragdo da forma.

Os resultados acima podem ter ainda, outras implicagdes, sendo que as
inje¢des de drogas no interior do saco vitelinico subjacentemente ao embrido, podem ter
interferido na fungdo deste anexo. Segundo Chen & Hales (1995), a fungdo do saco
vitelinico, neste estagio da organogénese, é critica para o desenvolvimento normal, mas na
sua maior parte, os comprometimentos por disfun¢do deste anexo embrionario tém sido
associados principalmente ao retardamento do crescimento (nanismo) ou malformages

ligadas a redugdo de estruturas.

Devido a importincia que o neuroectoderma, o ectoderma epitelial € o saco

vitelinico assumem no contexto da organizagdo e modelagem do corpo, infere-se que a
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manipulagdo por meio de fatores quimicos, aliada ao componente mecédnico deste
procedimento, nas regides da area pelicida ou mesmo da area vasculosa, podem estar

repercutindo, concorrentemente nos movimentos morfogenéticos embrionarios.

Os embrides que apresentam altos indices de alteragio da forma, na
modalidade de incubagdo (A), com ovos abertos sugerem, mas nio comprovam, que as
- condi¢Bes experimentais apropriadas ndo foram encontradas. H4 alguma possibilidade de
que isto tenha ocorrido, nos experimentos onde a técnica de abertura dos ovos vinha
sendo ainda aperfeicoada, com utilizagdo de mais de um tipo de instrumento sendo
empregado neste procedimento. Todos os experimentos foram realizados por apenas um
pesquisador e, tendo sido (A) o primeiro teste realizado, pode ter havido neste caso,
influéncia da performance do operador, com injirias experimentais ndo intencionais

~ incutidas nos resultados concernentes aos embrides em questdo.

Utilizando ovos como amostra controle, os quais, similarmente ao teste (A),
foram incubados apos a realizagdo de apenas uma abertura efetuada na casca, Sim et al.
~(1995), verificaram que o numero de sobreviventes nesta amostra, ndo superou os 17%,
no 11° dia e os 13%, no 18° dia pos-operatorio. No presente estudo, o niimero de mortes
no teste (A) foi reduzido, pois ndo ultrapassou os 6% dos espécimes, implicando em
94.2% de individuos ‘ViéVCiS nas 96 horas de incubagdo, mesmo exibindo o elevado

percentual de malformagéo.

Nos testes que realizaram, Sim et al. (1995) induziram defeitos do fubo neural,
em embrides de Gallus gallus domesticus, através de incisdes cirurgicas longitudinais de
até 4,0mm, realizadas com agulhas no interior da neurocele. Isto permitiu aqueles autores,
comparar morfologicamente as lesdes reproduzidas pele modelo experimental com a
mieloquise humana e sendo ambas morfologicamente similares, evidenciaram o potencial

daquele modo de agdo mecanica, em provocar defeitos no sistema nervoso central.
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E relevante observar que no presente estudo, os resultados obtidos com a acdo
mecénica das perfuragdes - realizadas com agulhas sem inje¢do de conteudo (teste a),
foram em termos de nivel morfogenético, semelhantes ads do controle (i), mas mesmo
assim, intermedidrios entre este e os testes com fatores quimicos (figuras7 e 8). A partir da
avaliagdo dos niveis de morfogénese, os resultados possibilitam admitir que o fator fisico
quando combinado ao quimico, incrementa o nivel de comprometimento da integridade
dos processos responsaveis pelo estabelecimento da forma embrionaria. O teste (a) reforga
este argumento pela inexisténcia do farmaco e auséncia do componente de pressdo de
perfusdo, agentes potenciais na alteragdo do desenvolvimento, tanto do saco vitelinico -
no aspecto fisiologico (Chen & Hales, 1995), como dos ectodermas neural, superficial e
de outras camadas celulares - no nivel morfoldgico dbcumentado por Souza et al. (1989),
Eyal-Giladi (1991), Jacobson, (1993), Schoenwolf, (1994), Christ & Ordhal (1995) e
Gumbiner (1996).

Na esfera de todas as possibilidades, acerca dos mecanismos pelos quais, os
fatores fisicos € quimicos utilizados nos testes, interagiram com processos epigenéticos,
nenhum dos aspectos relacionados anteriormente deveriam ser excluidos de sua provavel
participagdo nos resultados relativos a anormalidades na morfogénese. Todos os estimulos
propiciados pelo ambiente, parecem concorrer junto ao genoma, para fazer expressar no
tempo adequado, um programa em pardmetros compativeis com a vida (Lewin, 1994 e
Moury & Schoenwolf, 1995). Estruturas alteradas em qualquer nivel morfolégico, podem
ser consideradas padr6es de adaptagdo c;)mplexos, e adequadamente interpretados,
proporcionam um banco de dados sobre o padrdo de morfogénese inicial dos sistemas

0rganicos.

Mesmo nos ovos selecionados e manuseados em condigdes adequadas ao
desenvolvimento, as malformagdes podem ser observadas (figura 3, tabela IV), sendo que

a presenga de individuo do total de ovos intactos (teste i) a apresentar malformacéo,



78

mostra que erros da morfogénese devem ser considerados manisfestacdes inerentes ao

processo (Gordon, 1985; Seilacher, 1991 e Dias & Miiller, 1995).

Em relagdo ao surgimento de malformagio, Moury & Schoenwolf (1995),
argumentam que nos embrides de aves, se um movimento relativo & morfogénese é
perturbado experimentalmente, mesmo assim o processo de desenvolvimento deve
continuar, embora o padrdo morfolégico normal seja eventualmente comprometido, pois
tal como os fatores extrinsicos, também os intrinsicos, ndo sio responsaveis isoladamente,

pelo provimento da forma embrionéaria.

Em relag@o ao tubo neural, a causa da maioria dos defeitos é desconhecida e
evidéncias sugerem serem eles etiologicamente heterogéneos (Sever, 1995). Pesquisas
adicionais necessitam ser dirigidas, entre outros aspectos, para exames anatdmicos e
embridlégicos dos tipos de anormalidades, em rélag:ﬁo a uma gama crescente de agentes
teratogénicos quimicos e fisicos, cada vez mais relevantes devido a sua presenga no
ambiente. Atengdo especial deve ser destinada aos mecanismos de fechamento, rotago e
flexuras do tubo neural, em relagio a diferentes formas de exposi¢do como fator de

estudo.

A mteragdio tempo - espago inerente aos eventos do desenvolvimento, denotam
a importincia dos niveis de morfogénese considerados no estudo da complexidade e
integridade dos processos de estabelecimento da forma, para caracterizar a organizagio do
padrdo morfolégico dos embrides. Esta metodologia permitiu avaliar, em relagio ao
tempo a topografia embrionaria normal e anormal, relacionando por meio da seqiiéncia de
niveis os processos morfogenéticos em diferentes campos, com énfase no neuroeixo. Isto
viabilizou o reconhecimento de padrdes de anormalidades e sua vinculagdo aos fatores do

estudo.
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Na escala morfologica utilizada, os embrides de Gallus gallus domesticus
‘mostraram-se viaveis como modelo, constituindo-se com a morfogénese inicial do sistema

nervoso, em um "lay-out" dindmico do proprio ciclo vital.



5. CONCLUSAO

O intervalo evidenciado pela média de idade dos embrides apos 24h de
incubagéo, mostrou-se compativel com o periodo de susceptibilidade necessén'o,' para a

realizagdo dos tratamentos e a efetivagdo dos experimentos.

A classificagio das diversas categorias morfolégicas em 5 niveis de
morfog€nese, mostrou-se eficiente na comparagdo dos resultados das modalidades de
incubagdo, sobretudo com médias de nivel morfogenético maximo registradas por
embrido. Também possibilitou o reconhecimento de padrdes de malformacéo e facilitou a
“avaliagdo da forma embrionaria, uma vez que no mesmo individuo ha presenga de mais de

uma categoria de malformag3o.

A auséncia de farmaco e a inexisténcia da pressdo de perfusdo no teste (a),
permite admitir que o fator fisico quando combinado ao quimico, incrementa

potencialmente o nivel de comprometimento dos processos morfogenéticos.

As médias de nivel morfogenético mostraram ser significativas (p < 0,05) as
diferengas entre o teste (a) € o controle (i), em relagdo aos demais testes, o que implica,
ter havido susceptibilidade dos organismos aos fatores fisicos e quimicos utilizados neste

estudo.
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Dismorfismos localizados, em regides ou campos morfogenéticos (3° nivel) e
dismorfismos generalizados, envolvendo multiplos campos (4° nivel), sendo
predominantes sobre os demais niveis morfogenéticos, mostraram que a interferéncia nos
processos, ocorreu no tempo de desenvolvimento imediatamente subsequente aos
procedimentos de teste, € que neste periodo, de 24h de incubagfo, os destinos das

camadas celulares ndo estdo definitivamente determinados.

A 1identificagdo do padrdo de malformagdo "sphinx-shaped", permite inferir
que as diferentes doses de insulina aplicadas nos 3 testes, ndo promoveram o crescimento
padrio dos organismos, ao contrario, modificaram o ritmo de desenvolvimento e alteraram
acentuada e regionalizadamente a forma do corpo e da 4rea vasculosa do saco vitelinico
dos embrides estudados. Isto vincula essa substincia ao padrio "sphinx - shaped",

confirmando dados da literatura, referentes a teratogenicidade deste agente.

O padrio "fish - shaped", com freqiiéncia relativamente maior no teste com

~ PBS, pode ser também relacionado com as duas solugdes de Ringer mais concentradas.

Os embrides de Gallus gallus domesticus expostos aos agentes fisicos e
quimicos, mostraram-se viaveis como modelo no estudo da morfogénese do sistema

nervoso central.
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ANEXOS



MORFOLOGIA EMBRIONARIA POR FATOR DE INCUBACAO - I

Modalidade de incubac¢io: ovos intactos (Concentracio:
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aca

Produ-

¢do

‘Nanis
-mo

Altergdo
particular

F/S

Teratoma

Tempo

Injet.

v4-07/8/95

a4-07/8/95

al-14/8/95

02-14/8/95

a3-14/8/95

a4-14/8/95

v11-28/8/95

v12-28/8/95

a1-04/9/95

v12-04/9/95

al-11/9/95

a2-11/9/95

) B e e B B B s e B B

10-13/5/96

01

—
384

T

% normal 91%

Frequéncias

Parcial Total

Estatisticas | Absol. | Relat. | Absol |Relat Nivel Freq.

Incubag3oes 08 - 65] 12,1 Max | Indiv

Ovos Incub. 17] 100% 308 5,5 01 12

Ovos n. fert. 03 17,6 471 6,3 02 -

Perd. manus. 01 5.8 44| 272 03 01
Perd. morte - - 54 04 -

Embr fixados 13 76,4 163 79 05

13

Legendas: (*) Inclui alongamentos, constricgdes longitudinais do organismo;
(**) Exceto assimetrias;
(***) E/ou redugio ou auséncia de membros posteriores;
(F) Alteragdo particular (Padrdo) do tipo “Fish-shaped”;
(S) Alteragdo particular (Padrdo) do tipo “Sphinx-shaped”.
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MORFOLOGIA EMBRIONARIA POR FATOR DE INCUBACAO - 11

(**) Exceto assimetrias; .

(***) E/ou reducdo ou auséncia de membros posteriores;
(F) Alteracdo particular (Padrdo) do tipo “Fish-shaped”;
(S) Alteragdo particular (Padrdo) do tipo “Sphinx-shaped.

Modalidade de incubacgio: ovos abertos (Concentracdo: --- ) Simbologia A
Niveis de Morfogénese:
z25 03 05 13 03 01
Niveis: 1 2 3 4 5
Categorias - Caracterizacio da Forma - _
Embrido Normal | Erro | Erro | Assi- | Tubo | Altera- | Dismor- | Dismor- | Redugéo/ Alt. Produ- | Nanis- [ Alter¢do | Teratoma | Tempo
de de me- | Neural | ¢éo fismo fismo | Auséncia | cardiaca g:s particular )
(a°/data) Iioatg- Fll_zx:x- tria g:e(;l(; Ogt"l(ca Anterior Poitg'lor dgflcétio ¢do ]ge fas.) . Injet.
05-14/8/95 X 20
a6-14/8/95 X X X X X 24
a8-14/8/95 X X 27
a2-21/8/95 X 20
vd3-28/8/95 X 24
vd4-28/8/95 X X X X 20
vd3-28/8/95 X 20
vd4-04/9/95 X 24
a3-10/9/95 X 26
a4-10/9/95 X 24
a3-11/9/95 X 27
a4-11/9/95 X X 24
8-13/5/96 X X X X 26
z 03 01 04 02 01 03 03 03 01 03 01 23,5h
% normal 23%
Frequéncias
Parcial Total

Estatisticas | Absol. | Relat. | Absol Relat Nivel { Freq.
‘Incubagioes 08 - 65 12,1 Max Indiv
Ovos Incub. 17 100% 308 5,5 01 03
Ovos n. fert. 03 17,6 47 6,3 02 -
Perd. manus. 01 5,8 44 2,2 03 06
Perd. morte - - 54 - 04 03
Embr fixados 13 76,4 163 7.9 05 01

13

Legendas: (*) Inclui alongamentos, constricgdes longitudinais do organismo;
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MORFOLOGIA EMBRIONARIA POR FATOR DE INCUBACAOQ - I1I

Modalidade de incubaciio: ovos abertos injet. sem polo

(Concentragdo: ---

) Simbologia a

Niveis de Morfogénese:

%20 07 08 03 02
Niveis: 1 2 3 4
Categorias - Caracterizacio da Forma -
Embrido Normal | Erro | Erro [ Assi- | Tubo | Altera- | Dismor- [ Dismor- | Redugdo/ { Altera- | Produ- | Nanis | Alter¢do | Teratoma | Tempo
de de me- | Neural | ¢do fismo fismo Auséncia ¢do -mo | particular
o Rota- | Flexu-| tria Fen- Optica | Anterior | Posterior | do Botdo | cardi- ¢do Injet.
(n%/data) cio | ra* dido *x Rk Caudal aca F/S
J-25/3/95 X 22
K-15/3/95 X X X X 25
21-31/3/95 X 26
17-31/3/95 X X X 27
A-14/8/95 X 24
B-13/5/95 X 30
D-13/5/95 X 26
E-13/5/95 X 20
G-13/5/95 X X 24
1-15/5/95 X 30
J-13/5/95 X 24
1-13/5/95 X 30
z 07 01 04 03 01 01 01 02 25,6h.
% normal 58,3%
Frequéncias
Parcial Total

Estatisticas | Absol. [ Relat. | Absol Relat Nivel | Freq.
Incubagdoes 03 - 66 4,5 Max | Indiv
Ovos Incub. 18 100% 306 5,8 01 07
Ovos n. fert. 03 16,6 47 6,3 02 02
Perd. manus. 02 11,1 44 4,5 03 01
Perd. morte 01 5,5 54 1.8 04 02
Embr fixados { 12 66,6 163 7.3 05 -

12

Legendas: (*) Inclui alongamentos, constricgdes longitudinais do organismo;
(**) Exceto assimetrias;
(***) E/ou redugdo ou auséncia de membros posteriores;
(F) Alteragio particular (Padrio) do tipo “Fish-shaped”;
(S) Alteragdo particular (Padrdo) do tipo “Sphinx-shaped”.
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MORFOLOGIA EMBRIONARIA POR FATOR DE INCUBACAO - IV

Modalidade de incubac¢io: ovos abertos injet. ¢/ Ringer

(Concentracio:Padrio)

Simbologia R

Niveis de Morfogénese:
>

226 03 07 10 06
Niveis: 1 2 3 4 5
Categorias - Caracterizacio da Forma -
Embriao Normal | Erro | Erro | Assi- { Tubo | Altera- | Dismor- [ Dismor- | Redugfo/ | Altera- | Produ- | Nanis | Altergdo | Teratoma | Tempo
de de me- | Neural |  ¢do fismo fismo Auséncia ¢do -mo | particular
o Rota- | Flexu-| tria Fen- Optica | Anterior | Posterior | do Botdo | cardi- ¢do Injet.
(n°/data) ¢do | ra* dido ** ok Caudal aca F/S
12-07/8/95 X 27
03-07/8/95 X 33
al0-14/8/95 X 24
al8-14/8/95 X 20
a3-21/8/95 X X X : 20
a4-21/8/95 X X 20
26-23/8/95 X 1 21
vd5-04/9/95 20
vd6-04/9/95 X X 24
vd5-28/8/95 X X X ' 21
a6-10/9/95 ' X 21
as-11/9/95 X X 21
a6-11/9/95 X 24
H-25/3/96 F 28
1-25/3/96 X X 1. 26
z 03 03 04 02 04 02 02 05 01 .23.3h
% normal 20 %
Frequéncias
Parcial Total ‘ .

Estatisticas | Absol. | Relat. | Absol Relat Nivel | Freq.
Incubagdoes 09 - 66 13,6 Max Indiv
Ovos Incub. 20 100% 308 6.4 01 03
Ovosn. fert. | 04 20,0 47 8,5 02 -
Perd. manus. - 11,1 44 - 03 06
Perd. morte 01 5,0 54 1,8 04 06
Embr fixados [ 15 75,0 163 9,2 05 -

15

Legendas: (*) Inclui alongamentos, constricgdes longitudinais do organismo;
(**) Exceto assimetrias;
(***) E/ou redugdo ou auséncia de membros posteriores;
(F) Alteragdo particular (Padrdo) do tipo “Fish-shaped”;
(S) Alteragio particular (Padrdo) do tipo “Sphinx-shaped” .
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MORFOLOGIA EMBRIONARIA POR FATOR DE INCUBACAO -V

Modalidade de incubagdo: ovos abertos injet. ¢/ Ringer

(Concentragdo: 25% )

Simbologia R,

Niveis de Morfogénese:

235 04 10 13 07 01
Niveis: 1 2 3 4 5
Categorias - Caracterizacio da Forma -
Embriio Normal | Erro | Erro | Assi- | Tubo Altera- | Dismor- | Dismor- | Redugdo/ | Altera- | Produ- | Nanis | Alter¢do | Teratoma | Tempo
de de me- | Neural | ¢do fismo fismo Auséncia ¢do -mo | particular | (Duplici-
o Rota- | Flexu-| tria Fen- Optica | Anterior | Posterior | do Botdo | cardi- ¢do dade) Injet.
(n°/data) cio | ra* dido * % Caudal aca F/S D
10-24/3/96 D 20
11-24/3/96 X 22
2-31/3/96 X 26
3-31/3/96 X F 26
6-31/3/96 X X X X 30
7-31/3/96 X X 22
1-07/4/96 X 20
2-07/4196 X 20
6-07/4/96 X ' 20
1-14/4/96 X X X X X 20
2-14/4/96 X X X X X 30 -
3-14/4/96 X X X 30
4-11/9/95 X X X X 24
5-14/4/96 X X . X 27
Z 04 05 05 02 01 02 04 04 06 01 01 24.0h.
% normal 28,5%
Frequéncias
Parcial Total
Estatisticas | Absol. | Relat. | Absol Relat Nivel | Freq.
Incubagioes 04 - 66 6,0 Max | Indiv
Ovos Incub. 23 100% | 308 7,46 01 04
‘Ovos 1. fert. 04 17,3 47 8,5 02 -
Perd. manus. 03 13,0 44 6.8 03 02
Perd. morte 02 8.6 54 6,8 04 07
Embr fixados 14 60,8 163 8,5 05 01

Legendas: (*) Inclui alongamentos, constricgdes longitudinais do organismo;
(**) Exceto assimetrias;
(***) E/ou redugdo ou auséncia de membros posteriores;
(F) Alteragdo particular (Padrdo) do tipo “Fish-shaped”;
(S) Alteragdo particular (Padrdo) do tipo “Sphinx-shaped”.
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MORFOLOGIA EMBRIONARIA POR FATOR DE INCUBACAOQ - VI

Modalidade de incubacio: ovos abertos injet. ¢/ Ringer

(Concentracdo: 6,25% )

Simbologia R,

Niveis de Morfogénese:

29 04 08 08 07 02

Niveis: 1 2 3 4- 5

Categorias - Caracterizacio da Forma -

Embrido Normal | Erro | Erro | Assi- | Tubo | Altera- | Dismor-| Dismor- | Redugdo/ | Altera- | Produ- | Nanis | Altergao | Teratoma.| Tempo

de de me- | Neural | ¢do fismo fismo | Auséneia | ¢do -mo | particular
° Rota- | Flexu-| tria Fen- Optica | Anterior | Posterior | do Botdo | cardi- ¢do : Injet.

(n°/data) ¢io | ra* dido o wxx Caudal aca F/S

19-31/3/96 S 28

20-31/3/96 33
1-08/4/96 X X X 26
2-08/4/96 26
3-08/4/96 X 26
6-08/4/96 X 37
G-15/4/96 X X X X 26
H-15/4/96 X 37
K-15/4/96 X 27
1.-15/4/96 X X 48
3-21/4/96 S 25
4-21/4/96 X X X 26
5-21/4/96 X X X 24
6-21/4/96 20

7-21/4/96 S 20

8-21/4/96 X 21

z 04 04 04 02 02 02 01 01 04 03 02 28,1h

% Normais 25%

Frequéncias

Parcial Total

Estatisticas | Absol. | Relat. | Absol Relat Nivel | Freq.

Incubagdoes 04 - 66 6,0 Max Indiv

Ovos Incub. 22 100% 308 7.1 01 04

Ovos . fert. - - 47 - 02 -

Perd. manus. 06 27,2 44 13,6 03 03

Perd. morte - - 54 04 07

Embr fixados 16 72,7 163 9,8 _ 05 02

16

Legendas: (*) Inclui alongamentos, constricgdes longitudinais do organismo;
(**) Exceto assimetrias;
(***) E/ou redugdo ou auséncia de membros posteriores;
(F) Alteragdo particular (Padrdo) do tipo “Fish-shaped”;
(S) Alteragdo particular (Padrio) do tipo “Sphinx-shaped”.
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MORFOLOGIA EMBRIONARIA POR FATOR DE INCUBACAO - VII

Modalidade de incubacio: ovos abertos injet. ¢/ Insulina

(Concentragdo: 0,5U )

Simbologia 1

Niveis de Morfogénese:

Pt

217 04 12
Niveis: 1 2 3 , 4 -5
Categorias - Caracterizacio da Forma -
Tempo Normal | Erro | Erro | Assi- [ Tubo | Altera- | Dismor- | Dismor- | Redugdio/ | Altera- | Produ- | Nanis | Alter¢iio | Teratoma
de de me- | Neural | ¢lo fismo fismo Auséncia ¢do -mo | particular
Injet. Rota- | Flexu-| tria Fen- Optica | Anterior | Posterior | do Botdo | cardi- ¢do
¢do ra* dido * okl Caudal aca F/S

24 S

21 X S

20 X

24 S

24 S

21 S

29 S

24 X S

24 X

24 S

21 S

24 X S

20 S

25 S

23,2h. 01 03 12 01
0%
Frequéncias
Parcial Total
Estatisticas | Absol. | Relat. | Absol Relat Nivel | Freq.
Incubagdoes | 08 - |1 66 | 121 Max Indiv
Ovos Incub. 24 100% 308 77 01 -
Ovos n. fert. 04 16,6 47 8.5 02 -
Perd. manus. | 06 25,0 44 13,6 03 01
Perd. morte - - 54 04 12
Embr fixados | 14 58,3 163 8,5 05 01
14

Legendas: (*) Inclui alongamentos, constricgdes longitudinais do organismo;
(**) Exceto assimetrias;
(***) E/ou redugdo ou auséncia de membros posteriores;
(F) Alteragdo particular (Padrdo) do tipo “Fish-shaped”;
(S) Alteragdo particular (Padrdo) do tipo “Sphinx-shaped”.
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MORFOLOGIA EMBRIONARIA POR FATOR DE INCUBACAO - VIII

Modalidade de incubacio: ovos abertos injet. ¢/ Insulina

(Concentracdo: 0,125 U)

Simbologia I,

Niveis de Morfogénese:

%25 05 07 12 01
Niveis: 1 2 3 4 5
Categorias - Caracterizacido da Forma -
Embrido Normal | Erro | Erro | Assi- [ Tubo | Altera- | Dismor- [ Dismor- | Redugdo/ { Altera- | Produ- | Nanis | Alter¢do | Teratoma | Tempo
de de me- | Neural | ¢fo fismo fismo Auséncia ¢do -mo | particular
o Rota- | Flexu-} tria Fen- Optica | Anterior | Posterior | do Botdo | cardi- ¢do Injet.
(n°/data) ¢io | ra* dido ** i Caudal aca F/S
A-2373/96 X 26
B-25/3/96 S 24
C-25/3/96 S 23
11-27/3/96 X F 29
10-31/3/96 X 26
14-31/3/96 X X 30
15-31/3/96 X X S 22
16-31/3/96 X S 30
7-07/4/96 X X X X 20
8-07/4/96 X 20
9-07/4/96 S 23
10-07/4/96 X X X X 20
11-07/4/95 X 26
% 01 04 01 02 02 01 01 06 06 01 24,5h.
% Nomais 0%
Frequéncias
~___ Parcial Total
Estatisticas | Absol. | Relat. | Absol Relat Nivel | Freq.
Incubagdoes | 04 - 66 6,0 Max Indiv
Ovos Incub. 19 100% | 308 6,1 01 | -
Ovos n. fert. - - 47 - 02 -
Perd. manus. | 04 21,0 44 9.0 03 -
Perd. morte 02 10,5 54 3,7 04 12
Embr fixados | 13 68.4 163 7.9 05 01
13

Legendas: (*) Inclui alongamentos, constricgdes longitudinais do organismo;,

(**) Exceto assimetrias;
(***) E/ou redugdio ou auséncia de membros posteriores;
(F) Alteragdo particular (Padrdo) do tipo “Fish-shaped”;
(S) Alteragdo particular (Padrdo) do tipo “Sphinx-shaped”.
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MORFOLOGIA EMBRIONARIA POR FATOR DE INCUBACAO - IX

Modalidade de incubagio: ovos abertos injet. ¢/ Insulina

(Concentracdo: 0,031 U) Simbologia I,

Niveis de Morfogénese:

(**) Exceto assimetrias;
(***) E/ou redugfo ou auséncia de membros posteriores;
(F) Alteragdo particular (Padrdo) do tipo “Fish-shaped”;
(S) Alteragdo particular (Padrdo) do tipo “Sphinx-shaped”.

224 04 08 10 02

Niveis: 1 2 3 4 5

Categorias - Caracterizacio da Forma -

Embniio Normal | Erro | Erro [ Assi- | Tubo [ Altera- | Dismor-| Dismor- | Redugdo/ | Altera- | Produ- | Nanis [ Alter¢do [ Teratoma | Tempo
de de me- | Neural | ¢do fismo fismo Auséncia ¢do -mo | particular | (Duplici-

° Rota- | Flexu-| tria Fen- Optica | Anterior | Posterior | do Botdo | cardi- ¢do dade) Injet.
(n°/data) ¢io | ra* dido ** *E* Caudal aca F/S D
22-31/3/96 ] X 33
24-31/3/96 S 26

7-08/4/96 X X 26
9-08/4/96 X X 20
10-08/4/96 X X 37
11-08/4/96 X X X 37
12-08/4/96 X X 26
9-14/4/96 S 29
10-14/4/96 D 29
11-14/4/96 S 27
12-14/4/96 X 30
B-14/4/96 X X X X 30
C-15/4/96 : S 30
9-21/4/96 X X 29
12-21/4/96 X 26
z 02 02 02 02 02 01 01 06 04 02 29,0h.
% normal 0%
‘Frequéncias
] Parcial Total
Estatisticas | Absol. | Relat. | Absol Relat “Nivel | Freq.
Incubagdoes 05 - 66 7,5 Max Indiv
Ovos Incub. 22 100% 308 7,1 01 -
Ovos n. fert. 05 22,7 47 10,6 02 01
Perd. manus. 02 9.0 44 4,5 03 02
Perd. morte - - 54 - 04 10
Embr fixados | 15 68,1 163 9,2 05 02
15
Legendas: (*) Inclui alongamentos, constric¢Ses longitudinais do organismo;
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MORFOLOGIA EMBRIONARIA POR FATOR DE INCUBACAO - X

Modalidade de incubacio: ovos abertos injet. ¢/ PBS (Concentragdo: 10mM )  Simbologia P
Niveis de A_l;)tfogé‘nese:
X 35 01 07 14 13
Niveis: 1 2 3 4
Categorias - Caracterizacio da Forma -
Embrido Normal | Erro | Erro | Assi- | Tubo | Altera- | Dismor- [ Dismor- | Redugdo/ | Altera-  Produ- [ Nanis | Altergio | Teratoma | Tempo
de de me- | Neural | ¢do fismo fismo Auséncia ¢éo -mo | particular
o Rota- | Flexu-| tria Fen- Optica | Anterior | Posterior | do Botéo | cardi- ¢do Injet.
(n°/data) gio | ra* dido ** rork Caudal aca F/S
2-12/2/96 S 20
4-12/2/96 F 20
3-19/2/96 X F 20
4-19/2/96 X X 20
8-19/2/96 X X X 27
10-19/2/96 S 27
1-25/2/96 S 20
6-25/2/96 X X 20
C-04/3/96 F 30
E-04/3/96 X 30
9-17/3/96 - X X X X 30
10-17/3/96 X X X 20
11-17/3/96 X X X 24
14-17/3/96 X X X X 37
13-17/3/96 X 26
17-17/3/96 X X X 37
z 01 01 01 [ 05 03 03 01 02 04 01 07 06 25,5h.
% normal 6,2% 3S8:3F
Frequéncias
Parcial Total
Estatisticas | Absol. | Relat. | Absol Relat Nivel | Freq.
Incubagdoes 06 - 66 9,0 Max | Indiv
Ovos Incub. 36 100% 308 11,6 01 01
Ovos n. fert. 08 222 47 17,0 02 01
Perd. manus. 07 19.4 44 15,9 03 01
Perd. morte 05 13,8 54 9.2 04 13
Embr fixados | 16 444 163 9.8 05 -
' 16

Legendas: (*) Inclui alongamentos
(**) Exceto assimetrias;

© (***) E/ou reducdo ou auséncia de membros posteriores;
(F) Alteragdo particular (Padrdo) do tipo “Fish-shaped”;
(S) Alterago particular (Padrdo) do tipo “Sphinx-shaped”.

, constricges longitudinais do organismo;
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MORFOLOGIA EMBRIONARIA POR FATOR DE INCUBACAO - XI

Modalidade de incubacio: (Concentragio: 150 ug/ml) Simbologia T
Niveis de Morfogénese:
z R
Niveis: 1 2 3 4 5
Categorias - Caracterizacio da Forma -
Normal | Erro | Erro | Assi- | Tubo | Altera- | Dismor- | Dismor- | Redugdo/ | Altera- | Produ- | Nanis | Altergdo | Teratoma | Tempo
Modalid. de de me- | Neural | | gdo fismo fismo Auséncia ¢do -mo | particular | Ter/Dup '
Rota- | Flexu-| tria Fen- Optica | Anterior | Posterior | do Botdo | cardi- ¢do Injet.
¢do | ra* dido *x Hokk Caudal aca F/S
Frequéncias
Parcial Total
Estatisticas | Absol. | Relat. | Absol Relat
Incubagdoes 01 - 66 | 15
Ovos Incub. 12 100% 308 3.8
Ovos n. fert. - - 47 -
Perd. manus. - - 44 -
Perd. morte 12 100% 54 22,2
Embr fixados - - 163

Legendas: (*) Inclui alongamentos, constricgdes longitudinais do organismo;
(** Exceto assimetrias;
(***) E/ou redugio ou auséncia de membros posteriores;
(F) Alteragdo particular (Padrdo) do tipo “Fish-shaped”;
(S) Alteragdo particular (Padrdo) do tipo “Sphinx-shaped”.
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MORFOLOGIA EMBRIONARIA POR FATOR DE INCUBACAO - XII

Modalidade de incuba¢io: ovos abertos injet. ¢/ Tunicamicina (Concentracfio: 15 ug/ml ) Simbologia T,

Niveis de A{)orfogénese:

23 02 03 10 07 01
Niveis: 1 2 3 4 5
Categorias - Caracterizacao da Forma -
Embrido | Normal | Erro | Erro | Assi- | Tubo | Altera- | Dismor-| Dismor- | Redugdio/ | Altera- | Produ- | Nanis | Alter¢do | Teratoma | Tempo
de de me- | Neural { ¢do fismo fismo Auséncia ¢do -mo | particular | (Duplici-
o Rota- | Flexu- | tria Fen- Optica | Anterior | Posterior | do Botdo | cardi- ¢do dade) Injet.
(n°/data) ¢io | ra* dido s rex Caudal aca F/S D
1-28/4/96 X 24
2-28/4/96 X X X 27
3-28/4/96 X X X X X 27
6-28/4/96 X X X 29
7-28/4796 33
10-28/4/96 S 20
3-01/5/96 48
9-01/5/96 X 33
11-01/5/96 X X 20
A-06/5/96 X 26
C-06/5/96 X 26
K-06/5/96 X X 28
z 02 0 03 04 04 01 01 06 - 01 01 28.,4h.
% normal 0%
Frequéncias
Parcial Total
Estatisticas | Absol. | Relat. | Absol Relat Nivel | Freq.
Incubagdoes 05 - 66 7,5 Max Indiv
Ovos Incub. 54 100% | 308 17,5 01 02
Ovos n. fert. 08 14,8 47 17,2 02 -
"Perd. manus. 10 18,5 44 22,7 03 02
Perd. morte 24 44.4 54 44.4 04 07
Embr fixados | 12 22,2 163 7.3 05 01
12

Legendas: (*) [nclui alongamentos, constricgdes longitudinais do organismo;
(**) Exceto assimetrias;
(***) E/ou redugdo ou auséncia de membros posteriores;
(F) Alteragéo particular (Padrdo) do tipo “Fish-shaped”;
(S) Alteragdo particular (Padrdo) do tipo “Sphinx-shaped”.
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MORFOLOGIA EMBRIONARIA POR FATOR DE INCUBACAOQ- XIII

Modalidade de incubacfio: ovos abertos injet. ¢/ TM

(Concentragiio: 0,66 nug/l )

Simbologia T,

Nivers de Az)orfogé‘nese:

(**) Exceto assimetrias;
(***) E/ou redugdo ou auséncia de membros posteriores;
(F) Alteragdo particular (Padrdo) do tipo “Fish-shaped”;
(S) Alteragdo particular (Padrio) do tipo “Sphinx-shaped”.

%17 03 04 09 01
Niveis: 1 2 3 4 5
Categorias - Caracterizacio da Forma -
Embrido | Normal] Erro | Erro [ Assi- | Tubo | Altera- | Dismor- | Dismor- | Redugdo/ | Altera- Produ- | Nanis | Alter¢do | Teratoma | Tempo
de de me- | Neural | ¢do fismo fismo Auséncia ¢do -mo | particular
° Rota- | Flexu-| tria Fen- Optica | Anterior | Posterior | do Botdo | cardi- ¢do Injet.
(n°/data) ¢lo ra* dido *% kK Caudal aca ; E/S
17-23/5/96 X 24
21-23/5/96 X 24
13-23/5/96 X X X 27
11-23/5/96 X 37
14-23/5/96 X 24
7-23/5/96 X 20
5-23/5/96 X X 30
12-23/5/96 X 22
24-23/5/96 X X X 24
8-23/5/96 X X X 25
z 02 01 02 01 01 09 . 01 25,7

% normal

Frequéncias

Parcial Total

Estatisticas | Absol. | Relat. | Absol Relat Nivel | Freq.
‘Tncubagoes 01 - 66 1,5 Max Indiv

Ovos Incub. 24 100% | 308 7,7 01 -

Ovos n. fert. 05 20,8 47 10,6 2 -

Perd. manus. 03 6,8 44 6.8 03 -

Perd. morte 0,6 11,1 54 11,1 04 09

Embr fixados 10 6.1 163 6,1 05 01

10
Legendas: (¥) Inclui alongamentos, constricgoes longitudinais do organismo;
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