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RESUMO

Tendo por objetivo investigar processos relacionados ao
desenvolvimento do sistema nervoso central de Gallus gallus domesticus, embrides
de 3 dias foram manuseados realizando-se testes para evidenciar a interferéncia do
fator fisico les@o e dos fatores quimicos acido retindico, dimetil sulféxido (DMSO)
e oxandrolona que foram administrados na dose de 0,04 a 0,05 ml. Além de
acompanhar o desenvolvimento e sobrevivéncia dos embrides, realizou-se uma
andlise microscépica do desenvolvimento do mesencéfalo com a utilizagdo das
técnicas de Hemalume-Eosina e da prata de Del Rio Hortega. Na temperatura de
38° C, a intervenc¢do experimental tanto de fatores fisico como quimicos n#o
ocasionou alteragGes na rotagdo do corpo e nas flexuras do tubo neural. A
substincia quimica oxandrolona apresentou grande embriotoxidade levando  a
alteragGes na sobrevivéncia, na circula¢do intra-embriondria e extra-embriondria e
na camada mesenquimal. Os embrides tratados com DMSO apresentaram o padrdo
normal de desenvolvimento, porém com intensa atividade proliferativa dos
neuroblastos e sem concluir o processo da eclosdo. A concentragédo de 0,1 mg/ml de
acido retindico causou pequeno nimero de mal-formagdes € um retardamento da
diferencia¢do das células neuroepiteliais da camada germinativa. A lesdo no
encéfalo parece agir no desenvolvimento levando a uma menor média de
sobrevivéncia e maior média de peso dos embrides, bem como aumento da
espessura das camadas ventricular e do manto, elevada prolifera¢do de neuroblastos
e vasos sangiiineos primitivos na camada mesenquimal. De um modo geral, a
analise macroscdpica da morfologia externa dos embrides mostrou que a grande
maioria pode ser considerada normal, porém quando analisado com mais detalhes
apontou alteragdes no processo de desenvolvimento embriondrio.
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ABSTRACT

In order to investigate processes related to development of the central
nervous system of Gallus gallus domesticus, three days old embryos were handled
through tests using physical - a lesion by a thin needle - and chemical factors, where
retinoic acid, dimethyl sulphoxide (DMSO) or oxandrolone, was injected in a
amounts of 0.04 and 0,05 ml. The embryonic development and survival were
accompanied through microscopic analysis of the  development of the
mesencephalon, by means of Hemalumen-Eosine and Del Rio Hortega Silver stain
technics. At the temperature of 38°C, the experiments with physical and chemical
factors do not occasioned alterations in the rotation of the body and flexures of the
neural tube. The substance oxandrolone caused embryotoxicity, modifying the
survival standard, resulting in' alterations in the intra and extraembryonic blood
circulation, and also in the mesenchymal layer of the nervous system. The embryos
injected with DMSO present a normal standard of development in shape, but the
eclosion process was not concluded. These individuals also showed an intense
mitotic activity of the neuroblasts. The concentration of 0.1 mg/ml of retinoic acid
caused a reduced number of malformations and delay in the differentiation of the
neuro epithelial cells of the germinal layer. In the encephalon, the lesion seems to
act in the developmental processes, resulting in a lower average of survival,
increased the corporal weight, as well as the thickness of the ventricle and the
mantle layers. At microscopic level, these embryos presented a high proliferation
rate of neuroblasts and also a high number of primitive bood vessels. The evaluation
of the outer morphology showed that these individuals correspond to a normal
shape pattern, but the analysis at the microscopic level, pointed abnormalitites in the
processes of embryonic development.



1. INTRODUCAO

O desenvolvimento embriondrio na maioria dos vertebrados € bastante
semelhante nas fases iniciais onde as estruturas sdo gradual e progressivamente
elaboradas e, considerando o posicionamento do vertebrado na escala animal,
continuamente se desenvolverdo estruturas especificas (Arey, 1974; Balinsky,

1981; Gilbert, 1994).

Um determinado caminho no desenvolvimento néo € regido apenas por
propriedades intrinsecas de regides distintas de um embrido mas pode também ser
induzido pela interagdo entre células de regides adjacentes. O que desperta
interesse ¢ saber através de quais mecanismos uma célula totipotente expressa

diferentes fenotipos (Tiedemann, 1981).

1.1. DESENVOLVIMENTO DE EMBRIOES DE AVES

Todo  vertebrado segue um padrio comum de morfogénese e



organogénese onde os mecanismos de formagdo do tecido neural sdo semelhantes
em anfibios, répteis, aves e mamiferos. O desenvolvimento do embrifio de galinha é
bastante tipico e pode ser estudado de acordo com o aparecimento dos caracteres
morfoldgicos facilitando, dessa maneira, a caracterizagio da idade do embrido

através da visualizagdo das estruturas externas (Houillon, 1972; Gilbert,1994).

De acordo com Hamburger e Hamilton (1951), existe grande variagdo
entre idade cronologica e estruturai sendo importante a descrigdo dos embrides
através de caracteres externos. A idade embriondria é definida por meio da
| caracterizagdo de estddios , independentes da idade cronoldgica e do tamanho do

embrido.

No embrido da galinha o desenvolvimento neural inicia antes do estadio
3 (12 a 13 horas), através do processo de indugio , o qual levara a organizagéo do
tubo neural. Nestes embrides, a partir de 31 horas (estadio 9), as vesiculas Opticas
estdo presentes € 0s neurdporos anterior € posterior apresentam-se abertos (figura
1A) ?AS trés vesiculas cerebrais primarias sﬁo visiveis a partir de 33 a 38 horas
(estadio 10), quando j& se formaram 10 pares de somitos e a cabega esta levemente
inclinada para a direita (figura 1B). No estddio 12 (45 a 49 horas), a cabega
comega a encurvar-se para a esquerda, inicia a flexdo cranial do tubo neural, as
vesiculas Opticas estdo bem definidas e o neurdporo anterior apresenta-se fechado.
As mudangas externamente visiveis do sistema nervoso estdo associadas com a
curvatura rostrocaudal do tubo neural, que ocorre em duas regides, caracterizando o

estadio 13 (50 horas). A flexura cranial ocorre na porgdo posterior do prosencéfalo



e a flexura mesencefalica, a nivel da regifo posterior do mesencéfalo . A flexura
| cranial forma-se como resultado do alongamento do prosencéfalo e a
mesencefilica estd relacionada a fatores intrinsecos do mesencéfalo, como o
crescimento diferencial do neuroepitélio ventral e dorsal, fusos mitdticos das
células e a forma da dilatagdo e redisposigdo celular. Caracterizando 68 a 72 horas
(estddio 19), a regido cervical do tubo neural forma um é&ngulo agudo com a
regido do tronco , caracterizando é ﬂexﬁra cervi_cal (figura 10). A rptaqﬁo do corpo
estd quase completa , 0 botdo caudal estd curvado para a regido anterior € o
alantdide se apresenta como pequena bolsa (Hamburger & Hamilton, 1951,
‘Goodrum & Jacobson, 1981; Jacobson, 1993). No estadio 22 (3,5 dias) os brotos dos
membros apresentam forma alongada, o olho mostra-se pigmentado , o alantdide se
estende em dire¢do a cabeca podendo  cobrir o prosencéfalo (figura 1D).
Caracterizando 5 dias (estadio 27) observa-se na placa digital um afilamento na
altura do primeiro digito. No estadio 40 (14 dias) o bico estd com comprimento de
aproximadamente 40 mm e as superficies superior e inferior dos membros estdo
cobertas com escamas dérmicas (Hamburger & Hamilton, 1951). Com 19 dias
(estadio 45) o saco vitelinico retrai-se para o interior do emi)riﬁo sendo incorporado
a nivel do intestino médio e o pouco vitelo disponivel ¢ utilizado como fonte
nutricional apds a eclosdo do pinto , evento que ocorre entre 0 20° e 0 21° dia (

estadio 46 )de incubagdo (Hamburger & Hamilton, 1951;Houillon, 1972).
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| Figura 1: Esquemas representando estidios marcantes do desenvolvimento de
Gallus gallus domesticus, nos periodos de 24 horas (A), 33 horas (B), 72 horas (C) e 96 horas

(D). Adaptado de Tyler (1994).

1.2. ORGANIZACAO DO SISTEMA NERVOSO

O desenvolvimento embrionario dos vertebrados apresenta varias
interagdes indutivas que determinam a diferenciagio celular e a morfogénese. O

campo de agdo do indutor depende do seu local de origem, taxa de difusdo e



estabilidade, sendo os mecanismos bioquimicos da indugdo neural ainda pouco
conhecidos. Em anfibios e aves, um dos mecanismos indutivos basicos é o
estabelecimento do mesoderma, que desenvolve-se principalmente a partir de
células dispostas no hemisfério animal, as quais sofrem influéncia de sinais
provenientes do hemisfério vegetativo. Apos a indugdo mesodermal estas células
interagem com a camada de células ectodermais para induzir a formagdo do
sistema nervoso central. Neste processo de indugio neural, o ectoderma

corresponde ao tecido induzido e o cordomesoderma ao indutor (Jacobson, 1993;

Asashima, 1994).

A progressdo temporoespacial da indugdo neural pode ser considerada
uma das causas da diversidade regional do neuroectoderma. As regides mais
posteriores do neuroectoderma sdo submetidas ao estimulo indutivo por mais tempo
e tem maior contato com o0 mesoderma somitico do que a parte anterior do
neuroectoderma. A variagdo no espago e no tempo no desenvolvimento morfologico
do neuro-eixo resulta em diferengas anteroposteriores e mediolaterais do tubo
neural. Na determinagdo regional do sistema nervoso central em anfibios ha dois
agentes atuando no neuroectoderma: o fator neuralizante, liberado pela parte
anterior do teto do arquéntero e placa pré-cordal, induz estruturas craniais como
cérebro anterior € olhos, e o fator mesodermalizante, liberado pela notocorda e
somitos, induz estruturas neurais mais caudais. Estes fatores tem sido
identificados como sendo proteinas que se ligam a receptores da membrana

plasmaética atuando, através do mesoderma, na indugfo neural (Jacobson, 1993).



No processo de neurulag@o observa-se mudangas na forma das células ,
onde as que constituem a placa neural tornam-se alongadas. Estas células
contraem-se no apice modificando sua forma nas regides mediana e lateral da placa

neural, cujas bordas elevam-se para formar o tubo neural (Jacobson, 1993 ).

A diferenciagdo do tubo neural nas diversas regides do sistema nervoso
central em humanos € classicamente apresentada por Moore & Per_saud (1994) e
Bear et al. (1996), onde o tubo neural forma o cérebro anterior (prosencéfalo),
cérebro médio (mesencéfalo) e cérebro postérior (rombencéfalo) e a medula
| espinhal. O prosencéfalo divide-se em telencéfalo , que constituird os dois
hemisférios cerebrais € no diencéfalo, que formara o talamo e o hipotalamo. Ja o
mesencéfalo diferencia-se pouco, constituindo o tecto dptico, cuja principal fungdo
¢ o controle dos movimentos dos olhos € 0 tegmento, que contém o nucleo
vermelho e o ndcleo pedinculo-pontino, envolvidos no controle dos movimentos
voluntdrios. O rombencéfalo diferencia-se em metencéfalo que dara origem ao
cerebelo e ponte e em mielencéfalo, que organizard o bulbo. Semelhante ao
mesencéfalo, o rombencéfalo conduz as informagdes do prc?sencéfalo para a medula
espihhal e vice-versa. O rombencéfalo também contribui para o processamento das
informagSes sensoriais, controle dos movimentos voluntarios e regulagdo do

sistema nervoso autdonomo.

7

A nivel tecidual, o tubo neural primitivo é composto por uma unica
camada de células, o neuroepitélio. Os niicleos destas células se posicionam em

diferentes niveis, dependendo do estadio do ciclo celular em que se encontram.



Quando estes nucleos estdo posicionados préximos & borda externa do tubo ocorre a
sintese de DNA e, a medida que a mitose progride os nicleos migram em diregdo a
luz. As células resultantes podem reiniciar o ciclo ou diferenciar-se em duas
linhagens: as células neuronais que dio origem aos neuroblastos, precursores dos
neurénios ¢ as células neurogliais que originam aos glioblastos , células de
sustentag@o primitivas do sistema nervoso central (Jacobson, 1993; Gilbert, 1994;
Carlson, 1996). Alguns glioblastos,de acordo com a linhagem e interagdes celulares,
se diferenciam em astrocitos e oligodendrocitos (Jacobson, 1993; Moore & Persaud,
1994). Outra linhagem origina células gliais radiais, que atuam como linhas de
orientagdo no encéfalo para a migragdo de neurénios jovens ou se diferenciam mais
tarde em astrocitos (Carlson, 1996). Com o término da proliferagdo celular do
neuroepitélio, as células integrantes do revestimento do tubo neural constituem o
epéndima e formam o limite estrutural e funcional entre o fluido cérebroespinhal

intraventricular e o tecido nervoso (Farner et al., 1993; Sadler, 1997).

Posteriormente surge outro tipo de célula de sustentagdo no sistema
nervoso central, a microglia (Sadler, 1997). Segundo Carlsqn (1996) ¢ Farner et al.
(199'3), esta célula tem origem mesodérmica pois ndo se encontram células
microgliais no encéfalo antes de este ter sido invadido por vasos sangiiineos.
Cuadros et al. (1994), consideram porém a origem destas células como
neuroectodermal e se referem como tipo celular mesodermal no sistema nervoso a

elementos da meninge, vasos sanguineos e monocitos.

O desenvolvimento do tubo neural ocorre através de proliferacdo e



migragdo celular onde sdo organizadas trés camadas , sendo a mais proxima da luz
a ventricular. Extemament.e a esta organiza-se a camada intermediaria ou do manto,
com os glioblastos e os corpos celulares dos neuroblastos em diferenciagdo. A
camada mais externa, denominada marginal, contém o0s processos axonais €

dendriticos (Carlson, 1996; Sadler, 1997).

De acordo com Scotting & Rex (1996) as células do neuroepitélio se
diferenciam em neur6nios ou células gliais, dependendo da sua posi¢do no eixo
cranio-caudal ou dorso-ventral do SNC. A identidade das células no eixo cranio-
| caudal e dorso-ventral € definido por um conjunto de fatores de transcri¢do e a
expressdo do codigo molecular ocorre pela agdo de  moléculas chamadas
morfogens. Os morfogens sdo fatores que podem difundir-se a partir de um ponto
do embrido, formando um gradiente de concentragdo fora de seu local de origem.
As células respondem através da expressdo de grupo de fatores de transcrigdo
apropriados a sua condi¢do dentro do SNC em resposta a concentragdo do

morfogen.

Os neuroblastos desenvolvem-se em diferentes: tipos de neur6nios e ha
uma grande variedade que pode ser descrita pelo tamanho do corpo celular ou
outras caracteristicas citoarquitetonicas. Os neurénios das aves assemelham-se aos
neuronios dos mamiferos na forma e na estrutura. As maiores diferengas entre aves
¢ mamiferos ndo sdo a nivel celular mas sim estrutural, uma vez que as aves ndo
desenvolvem o cortex cerebral como os mamiferos. Os neurdnios sdo intimamente

mesclados com células gliais sendo que no SNC de mamiferos e aves o nimero de



células gliais é maior que o nimero de neurdnios (Farner et al., 1993).

Entre as células da neuroglia, os astrocitos sdo caracterizados pela grande
quantidade de material citoplasmatico fibrilar e parecem estar envolvidos na troca e
transporte de agua, eletrdlitos e metabdlitos entre o sangue, o fluido cérebroespinhal
€ neurdnios. Astrdcitos podem classificar-se em fibrilares € protoplasmicos onde os
astrocitos fibrilares sdo encontrados predominantemente entre as fibras de mielina.
Os astrocitos protopldsmicos muitas vezes fazem contato com os vasos sangiiineos
contribuindo & formagdo da barreira hemato-encefalica, na formagdo da cicatriz
glial ap6s lesdo do SNC e na liberagdo de fatores de crescimento mitogénicos que
promovem proliferacdo e diferenciacdo de oligodendrdcitos e astrocitos do tipo
fibrilar (Jacobson, 1993; Farner et al., 1993). Os astrdcitos possuem ainda fungdo de
sintese € secre¢do de fatores de crescimento (Rudge et al., 1995), atuam como
células imunocompetentes (Balasingam et al., 1996), regulam o contetido quimico

do espago extracelular no cérebro e também regulam neurotransmissores (Bear et

al., 1996).

Os oligodendrécitos  produzem a bainha de mielina no SNC e,
diferentemente dos astrdcitos, ndo possuem material citoplasmatico fibrilar, sdo
maiores, radiam-se em todas as diregdes e apresentam duas ou trés ramificagdes
(Farner et al., 1993). Os oligodendrécitos desenvolvem-se  ao término do

crescimento axonal exercendo forte inibigdo neste processo (Jacobson, 1993).

As células microgliais encontram-se em menor numero e, semelhante

aos oligodendrécitos e astrdcitos, ocorrem isoladas ou em grupos e justapostas ao
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pericario neuronal. Estas c€lulas mudam a forma e a fungdio em vérias condigdes
patologicas (Farner et al., 1993). Segundo Kreutzberg (1996), a microglia é ativada
na defesa do parénquima neural contra doengas infecciosas, inflamagdo, trauma,
isquemia, tumores do cérebro e neurodegeneragdo. Pode também destruir
microrganismos invasores, remover fragmentos nocivos, promover o reparo tecidual
pela secregdo de fatores de crescimento e assim facilitar o retorno da homeostase

tecidual.

As células gliais apresentam a capacidade de liberar substincias
neuroativas como neurotransmissores, fatores de crescimento e citoquinas, secretar
componentes da matrix extracelular, expressar moléculas de adesdo celular para
interagdes entre neurdnio-glia e neurbnio-neurdnio e fornecer substratos

metabolicos para neurdnios (Verkhratsky & Kettenmann, 1996).

Os contatos adesivos com componentes da matrix extracelular sdo
realizados através de cones de crescimento (Jacobson, 1993). Segundo Wilson et al.
(1993) a orientagdo do cone de crescimenté ¢ determinada pelas diferengas das
propriedades adesivas do ambiente, mais ou menos permissivo. O limite desta
adesividade diferencial €é percebida pelo cone de crescimento. De acordo com
Rehder & Kater (1996), as microespiculas do cone de crescimento, os filopddios,
s@0 protrusdes ricas em actina e pobres em citoplasma. Caso um unico filopddio
encontre moléculas instrutivas no seu caminho, a conduta do cone de crescimento
podera ser rapidamente alterada, como no caso do segundo mensageiro cdlcio ou

mesmo qualquer neurotransmissor. Elevagdo na concentragdo de calcio livre
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intracelular leva a despolarizagfo causando a elongagio do filopodio. Da mesma

forma a elongagéo do filopddio € conseguida através da aplicag¢do local do NGF.

1.3. LESAO, MORTE CELULAR E REGENERACAO DO SISTEMA

NERVOSO

Os processos de proliferagdo das células do neuroepitélio ¢ migragdo
neuronal através da glia radial, fundamentam o estudo do desenvolvimento
citoarquitetonico do cortex cerebral. Anormalidades causadas nestes processos
- podem originar malformagdes corticais como microcefalia, lisencefalia, macrogiria,
paquigiria e polimicrogiria. As desordens da migracdo neuronal podem ser
hereditarias ou causadas por danos isquémicos, toxicos ou metabdlicos durante o
periodo perinatal. Em humanos, a migra¢do neuronal normal no cdrtex cerebral
ocorre entre a 6* e 24° semanas de gestagdo. Anormalidades no cortex sdo
ocasionadas por danos perinatais que causam a morte da glia radial ou interrupgéo
da rede que ela forma. Nestas condigbes a arquitetura cortical colunar ou laminar
torna-se anormal. Uma diminui¢&o no peso € no tamanho do cérebro pode sugerir
que tenha ocorrido uma migragdo celular insuficiente. Pacientes com disfungio
neuroldgica severa como epilepsia, retardo mental, falta de coordenagio podem ter

sido afetados com desordens de migragdo neuronal (Conn, 1995).

Concomitante a intensa proliferagdo das células do neuroepitélio também

ocorre morte neuronal, onde o nimero de células que morrem pode chegar & metade
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do numero de células originais. A morte neuronal pode acontecer para eliminar
neurdnios cujos axonios ndo chegaram ao seu alvo, para igualar o numero de
conexdes celulares pré e poOs-sinapticas e também para eliminar erros de conexdes

(Brown et al., 1992).

Na histogénese do cérebro a morte celular programada garante uma
competi¢do adequada entre interconexdes neuronais € interagdes entre a glia e
neurdnios (Ross, 1996). Os mecanismos de morte celular descritos como apoptose
e necrose sdo distintos. Apoptose ¢ um me canismo ativo onde ocorre morte celular
fisioldgica e necrose € um mecanismo de morte celular passivo, caracterizado por
uma severa e subita lesdo, associada a resposta inflamatoria. Episodios isquémicos e
epiléticos induzem a uma seletiva e lenta degeneragdo de neurbnios piramidais do
hipocampo, resultando no aumento da liberagdo de glutamato com ativagdo de seus
receptores € na elevagdo da concentragéo de calcio intracelular. Estas patologias
tem sido descritas como necroses mas a morte celular nestas condigdes pode ser
apoptdtica. Morte celular por apoptose ou necrose é provavelmente dependente do

grau da lesdo, isto €, da dose e duragfo da injuria (Charriaut-Marlangue et al.,1996).

Lesdes traumadticas ou isquémicas no SNC resultam em dano tecidual
causado por fatores autodestrutivos. Esta injiria secunddria envolve uma cascata
de mudangas metabolicas e bioquimicas (Yakovlev & Faden, 1995) que alteram o

ambiente intra e extracelular (Hovda et al., 1995).

Em relagdo ao glutamato, os efeitos neurotdxicos podem ser de

instalagdo rapida ou lenta. A excitotoxicidade aguda ¢ caracterizada pelo edema



13

neuronal e influxo de ions sddio e calcio, com estimulagdo de receptores de
glutamato do tipo NMDA. Na excitotoxicidade de instalagdo lenta a concentragfo
de célcio intracelular aumenta gradativamente , com estimulagdo dos receptores de
glutamato do tipo Cainato e AMPA, onde o excesso de calcio no interior dos

neurdnios parece ser um requisito na patologia celular excitotdxica (Silva, 1995 b).

Ciutat er al. (1995) estudaram os efeitos do calcio extracelular na
indugdo da apoptose em motoneurdnios da medula espinhal de embrides de galinha
com 7 dias. A aplicagdo de dose tnica de 50 pul de 1,8 M CaCly, através da
membrana corioalantdide, elevou a concentragdo de calcio intraembrionario de
curta duragdo, seguida por pequena elevagdo do nimero de células apoptoticas na
coluna motora lateral. As células degeneradas manifestam caracteristicas estruturais
similares aos motoneurdnios que tiveram morte fisiologica e exibem fragmentagio
de DNA. A administracdo cronica de CaClz ndo reduz o nimero de motoneur6nios
sobreviventes no 10° dia, quando normalmente ocorre morte destas células. O cilcio
estimula e acelera a degeneragio ﬁsiolégica'de uma especifica subpopulagdo que

sofrem morte celular natural.

Quando as células alvo e gliais e o proprio nervo.sdo desconectados, ndo
ocorre apenas degeneracdo mas, muitas vezes, o0 recrescimento de axonios € o
reestabelecimento de conexdes semelhantes as células embriondrias (Brown et al.,

1992).

O potencial regenerativo apresenta diferengas regionais sendo que

axonios lesionados do SNC néo crescem mais do que 0,5 a 2,0 mm. Neurdnios com



corpo celular no SNC mas com axonios projetados para o SNP e neurdnios
totalmente no SNP tem um maior potencial regenerativo. A resposta neuronal a
uma lesdo depende do local e natureza da lesdo e do estagio de desenvolvimento do
SN. Lesdes diretas na substincia cinzenta podem ser causadas por um dano fisico
direto ou indiretamente pela compressdo vascular ocorrendo entio um dano
neuronal primério. Decorrido horas ou semanas apds a lesa’io.pode haver morte
celular secundaria com neurdnios ndo envolvidos diretamente na lesdo (Conn,

1995).

Em les@o neuronal secundaria ocorre exci£otoxidade e o glutamato € o
neurotransmissor excitatrio mais abundante no SNC, agindo sobre receptores
especificos (Silva, 1995b). Manipulagdes farmacoldgicas procuram diminuir os
danos neuronais secundarios decorrentes de lesio no sistema nervoso. Efeitos
neuroprotetores sdo conseguidos com antagonistas de receptores NMDA que
bloqueiam as ligagdes dos aminoédcidos excitatorios neste sub-tipo de receptor,

reduzindo assim a agdo oxidante ap6s a lesdo (Conn, 1995).

A maioria dos neurOnios do SNC perde a capacidade de regenerar
devido a agdo de fatores inibitorios tendo sido identificados,durante o periodo
embriondrio, alguns fatores inibitérios do crescimento de axdnios. Na linha
mediana dorsal do tubo neural da galinha foi evidenciada uma proteoglicana
(queratan-sulfato), o Claustrin, que impede o avango dos cones de crescimento.
Outros fatores soluveis denominados de Semaphorins também apresentam

influéncias repulsivas sobre axdnios em crescimento na medula espinhal e no tronco
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encefalico (Silva, 1995b).

Montero-Menei et al. (1996), demonstraram que reagdes inflamatdrias do
cérebro fazem com que haja um intenso e precoce recrutamento de mondcitos
sangiiineos para o parénquima cerebral. Concomitantemente com a grande
quantidade de mondcitos de origem periférica, a microglia do parénquima cerebral
também participa em menor quantidade, da reagdo inflamatéria. Nesta reagdo pode-
se observar trés estados funcionais da micfoglia: microglia ramificada em estado de
repouso, isto é, em um estado que pode induzir rea¢do inflamatoria local; microglia
| ativada envolvida na imunointervengdo e microglia reativa que exerce citotbxidade

nos restos celulares.

Balasingam et al. (1996), referem que apds uma lesdo no SNC adulto
ocorre gliose reativa onde ha principalmente grande reagfio da astroglia. Esta reagio
¢ dindmica e leva a uma cicatriz glial, considerada indesejavel. Recentemente ha
sugestOes de que a reatividade astroglial pode ser uma tentativa destas células para
promover regeneracio. E encontrada uma cofrelac;ﬁo significante entre a ocorréncia
de astrogliose ¢ a presenga de microglia e/ou macréfagos reativos. Estes autores
sugerem ainda que apOs uma injuria crénica ocorre a ativagdo da microglia ou o
recrutamento de macréfagos que originam citoquinas, necessarias a evolugdo de
astrocitos reativos. A astrogliose é manifestada pelo aumento do RNAm e da
quantidade de proteinas, pela imunoreatividade para o GFAP (proteina 4cida fibrilar
glial) e por mudangas ultraestruturais. GFAP imunoreativo ¢ indicativo da fase

neurotréfica dos astrocitos reativos € quando estes astrocitos perdem sua atividade
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neurotrofica ocorre a formagdo da cicatriz glial. Chalmers et al. (1996) também
colocam que astrécitos podem servir como substrato celular para o brotamento de
axonios colinérgicos no SNC adulto. Rudge et al. (1995) referem que na gliose
reativa, os astrocitos expressam varios fatores neurotroficos como o fator
neurotréfico ciliar (CNTF), fator de crescimento fibroblastico (FGF) e fator de

crescimento do nervo (NGF).

A adversidade do SNC ao recrescimento apds uma lesdo é determinada
por inibidores associados a mielina, perda do estimulo de crcscimento sob
| responsabilidade da oligodendroglia, produg¢do de inibidores de crescimento pelos
astrocitos e formagdo de tecido cicatricial no local da lesdo. Contudo, axdnios ndo
atingidos com a lesdo podem desenvolver brotamentos colaterais até o local da
lesdo. A maioria das pesquisas foram feitas com neurdnios motores periféricos,
aferentes cutdneos e fibras simpaticas pré-ganglionares. Estes brotamentos
colaterais originaram-se dos nodulos de Ranvier ou dos terminais nervosos.
Ocorrendo lesdo no SNC h4 perda da fungio mas, na presenga de brotamento
colateral, esta perda é parcialmente restaurada com presenca de espasticidade. No

SNC em desenvolvimento € intenso o brotamento colateral, contrastando com o do

SNC de adulto, onde ¢ menos significativo (Brown et al., 1992).

De acordo com Jacobson (1993), trés linhas de pensamento explicam o
estimulo de brotamento colateral no SNC: 1? o brotamento é estimulado pelos
produtos da degeneragdo; 22 os brotamentos s3o estimulados por fatores troficos

produzidos pelas células pés-sindpticas ou  células gliais associadas; 3° o



brotamento € verdadeiro por manifestar uma tendéncia inerente dos neurdnios para

conservar seu volume protoplasmatico.

Hé4 inibidores de crescimento que estdo associados com proteinas da
membrana de mielina com massa molecular relativa de 35.000 Da (NI-35) e
250.000 Da (NI-250). H4 estudos em ratos que mostram que ndo ha qualquer
regeneragdo no tracto cortico espinhal seccionado ap06s a primeira semana pos-
natal . Os cones de crescimento que contactém com oligodendrocitos ou mielina do
SNC morrem. Aplicando, porém, anticorpo monoclonal IN-1 ocorre neutralizagdo
destes efeitos inibitérios do crescimento € ha, ainda, grande brotamento de axdnios
no local da lesdo que cruzam os oligodendrdcitos e a mielina. Entdo os neurdnios do
SNC adulto podem crescer por longas distancias, fazendo conexdes caso houver
adequado ambiente (Schnell & Schwab, 1990; Nicholls & Sauders, 1996). Em
contrapartida, as proteinas de membrana NI-35 e NI-250 ndo estdo presentes na
mielina do SNP. Este fato parece contribuir no processo regenerativo axonal apds
lesdo de nervos periféricos. A produgdo destas proteinas também podem ser
bloqueadas através de intervengdo farmacoldgica. A elimiqagéo de oligodendrdécitos
logd apdés o trauma axonal diminuiria a produgdo das proteinas inibitérias,

facilitando o processo de regeneragio axonal (Conn, 1995).

Axdnios colaterais também foram estudados por Uematsu ef al. (1996),
que provocaram dano no coOrtex cerebral direito no periodo neonatal de ratos e
estudaram o subseqiiente desenvolvimento do tracto cértico-espinhal. Os animais

controle e experimentais alimentaram-se normalmente € nido foram observadas
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diferengas no ganho de peso. Histologicamente o cdrtex cerebral esquerdo e o
restante do cortex direito mostraram uma citoarquitetura normal em todas as idades.
Moderada gliose foi notada nos tecidos circunvizinhos a cavidade, mas a matura¢io
dos neurdnios no restante do cortex cerebral parecia normal. O tracto cortico-
espinhal direito originado do hemisfério esquerdo sadio apresentava hipertrofia e o
numero de axodnios do tracto cdrticoespinhal operado inicialmente parecia menor
que o controle porém, posteriormente, quando a area total do controle atingiu ﬁm
platd, a area dos ratos operados continuou aumentando. Inicialmente o didmetro
meédio dos axdnios do tracto cortico-espinhal e a incidéncia dos axOnios
mielinizados mostraram quase o mesmo padrio nos dois grupos. Entretanto,
posteriormente pequenos axonios desmielinizados de menos de 0,3 um em didmetro

aumentaram gradualmente em niimero nos ratos operados.

A capacidade regenerativa de sistemas como o nervo otico de peixes ¢ a
capacidade ndo regenerativa de sistemas como o nervo Otico de ratos era
pressuposta pela presenga ou ndo de inibidores de crescimento. Foi demonstrado
porém, que a mielina de peixes contém inibidores do crescimento que sdo
semélhantes aos da mielina do SNC de ratos. Ambos os sistemas contém moléculas
inibidoras do crescimento associadas a mielina, que s3o semelhantes mas,
provavelmente os sistemas que regeneram estas moléculas estdo em menor nimero,
juntamente com um aumento nas moléculas promotoras do crescimento. A
potencialidade das moléculas inibidoras do crescimento deve variar de espécie para

espécie. Apds uma lesdo € observado no sistema regenerativo um aumento das
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moléculas promotoras do crescimento e eliminagdo das moléculas inibitdrias. A
migracdo de células gliais ao local da lesdo gera um substrato de crescimento para
axonios danificados. Os oligodendrécitos quando imaturos ndo sdo inibidores do
crescimento axonal. A capacidade de alguns sistemas de se regenerar é relacionada

ao menor nimero ou poténcia dos inibidores (Sivron & Schwartz, 1994).

A fim de que haja regeneracdo neuronal ap6s lesdo 'do SNC € necessario
que os neurOnios atingidos sobrevivam ao trauma e os axOnios danificados
regenerem e restabelecam as conexdes com os alvos originais. Durante muitas
décadas pensava-se que apos a ocorréncia de trauma nos neurdnios do SNC adulto
ndo haveria mais possibilidade de regeneragdo. Atualmente ja se conhece a
capacidade intrinseca regénerativa neuronal no SNC. Esse processo acontece
apenas quando os neurdnios encontram um ambiente propicio, como no caso de

enxertos de nervos periféricos no Sistema Nervoso Central (Silva, 1995b).

O meio extraneural do SNC de embrides permite o autocrescimento
axonal, sendo porém relevante o periodo permissivo e o periodo restritivo ao reparo
funcional. O periodo permissivo de embrides de galinha é anterior ao estadio E13,
de acordo com o protocolo de Hamburger & Hamilton (1951). Havendo transecgio
da medula toracica durante ou depois do periodo E13 a regeneragdo se torna
minima ou ausente caracterizando o periodo restritivo ao reparo funcional. Este
periodo indica o comego da mielinizagdo no desenvolvimento da medula do
embrido da galinha. A presenga da mielina no SNC contribui para a inibi¢do da

regeneragdo apos lesdo no SNC (Keirstead et al., 1992).
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Em medulas adultas ocorre brotamento mas ndo ha crescimento axonal,
ndo havendo regeneragdo. O potencial de crescimento axonal é maior nos primeiros
estadios do desenvolvimento. Outra maneira de promover regeneragdo do SNC ¢
através de implantes de tecido do SNC fetal. Ratos recém-nascidos que tiveram
implantados em sua medula enxertos de tecido do SNC de atos em estigio
embriondrio apresentaram um bom restabelecimento estrutural e funcional, ao
contrario de ratos recém-nascidds que ndo tiveram este implante. Em fetos de ratos
ou em gambds recém-nascidos ocorre regeneragdo sem necessidade de implante
(Nicholls & Sauders, 1996). Tecido neural fetal enxertado em medula espinhal
lesada promove grande reconstrugfio anatdmica podendo melhorar fun¢des motoras,
sensoriais e autonOmicas. As fibras remanescentes numa transec¢do completa
poderiam melhorar fisiolégicamente através das remielinizagdo ou do inicio de

fungdes compensatorias através da ativagdo de circuitos alternativos (Conn, 1995).

1.4. ACAO DE SUBSTANCIAS QUIMICAS NO

DESENVOLVIMENTO

Segundo Jacobson (1993), a proliferagdo celular, a migragdo e a morte
neuronal sdo processos coordenados por intera¢des celulares que determinardo o
desenvolvimento do sistema nervoso central. A esséncia da intera¢do na indugio
neural € a transmiss@o de um sinal ou sinais de um tecido € a recepg¢do do sinal
promotor de mudangas no outro tecido. A indugfio neural é mediada por agentes

difundiveis que ligam-se a receptores especificos. Estes agentes podem ser fatores
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de crescimento, hormdnios e neurotransmissores.

A interagdo dos fatores de crescimento com os neurdnios do cérebro de
vertebrados determina a sobrevivéncia, crescimento, plasticidade e sintese de
proteinas destes neurdnios. Alguns fatores neurotréficos impedem a morte de
neurdnios durante o desenvolvimento ou apds lesdo. Como acontece a morte
neuronal durante o desenvolvimento do sistema nervoso, sua sobrevivéncia depende
de sinais provenientes dos tecidos inervados. Com o estudo destes sinais
caracterizou-se uma proteina denominada NGF (fator de crescimento do nervo), que
}foi estabelecida principalmente no desenvolvimento de neurdnios sensitivos e

simpéaticos (Brown et al., 1992; Silva, 1995a).

Os efeitos biologicos do NGF sdo caracteristicos nos neurdnios, os quais
possuem receptores especificos para este fator, a exemplo dos neurénios simpéaticos
e sensoriais, derivados da crista neural e também neurdnios colinérgicos do cérebro
anterior basal, como o ntcleo septal medial, niicleo basal e niicleo da area de Broca
(Jacobson, 1993). Com o implante de eﬁxerto de fibroblastos modificados
geneticamente para produzirem NGF, Chalmers et al. (1996) verificaram o
brotamento de axodnios colinérgicos que seguiram a superficie dos processos
astrocisticos por longas distincias dentro de enxerto. O NGF induzido produziu
uma grande glicoproteina externa (NILE) na superficie do ax6nio. Da mesma
maneira, 0s processos astrociticos também expressaram a molécula de adesdo
celular NCAM mesmo sem a presenga de NGF no enxerto. Entio NCAM ¢

responsavel pela relagdo entre axdnios e astrocitos dentro do enxerto. 'Na
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regeneragdo do SNC adulto ¢ de grande importincia estabelecer as interagdes das
moléculas de superficie € dos axOnios. A germinagdo de axoOnios colinérgicos
adultos pode requerer NGF para estabelecer interagdes com NILE neuronal e

NCAM astroglial.

Outros fatores neurotréficos foram caracterizados como as proteinas
aFGF e bFGF (fator de crescimento fibroblastico acido e basico respectivamente) e
sdo capazes de estimular a proliferagdo de neuroblastos, células gliais, células
endoteliais, assim como a sobrevivéncia neuronal e autocrescimento dos neuritos.
Os FGFs sdo encontrados no cérebro embriondrio da galinha e seus receptores
podem ser de baixa ou alta afinidade para interagir com o aFGF e bFGF, sendo
esta interagdo modificada durante a embriogénese. Nesta espécie, a capacidade
dos receptores de alta afinidade diminui do sétimo ao décimo quinto dia
embrionario e a capacidade dos receptores de baixa afinidade aumenta do décimo
quinto dia até o nascimento. Desse modo a atividade bioldgica dos FGFs, durante o
desenvolvimento do cérebro, pode ser regulada pela ligagdo e ativagdo dos

receptores de alta e baixa afinidade (Hondermarck et al., 1992).

Em vertebrados a formagdo das extremidades € acompanhada por um
processo de morte celular no mesénquima interdigital. Estas areas de apoptose
criam zonas necroticas interdigitais que s@o concomitantes a depressdo da margem
ectodermal apical. Com a interrup¢do da fungfio da margem ectodermal apical
ocorre a formagdo de zonas necrdticas interdigitais. Apés tratamento com FGF

ocorre grande inibigdo temporal da morte celular interdigital (Macias ez al., 1996 ) .
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O GDNF (fator neurotrofico derivado da célula glial) promove a
sobrevivéncia e diferenciagdo de neurdnios dopaminérgicos mesencefalicos em
cultura, mas ndo promove 0 nimero de neur6nios ou astrocitos. Assim ele pode ter
grande utilidade no tratamento da doenga de Parkinson’s que € uma degeneragdo

progressiva dos neurdnios dopaminérgicos do mesencéfalo (Lin ez al., 1993).

Um fator tréfico sémelhante ao NGF ¢ o BDNF (fator neurotréfico
derivado do cérebro), envolvido na sobrevivéncia de neur6nios centrais e periféricos
e essencial ao desenvolvimento do sistema nervoso entérico, rins e populagdes de
»neur(“)nios sensoriais € simpaticos, sendo porém de agdo secundaria a embriogénese
de neurdnios dopaminérgicos do mesencéfalo, neurdnios noradrenérgicos do
rombencéfalo e a maioria dos neurénios motores voluntarios (Moore et al., 1996).
Em relagdio a neur6nios motores de galinha in ovo, o BDNF somente atua em
estagios tardios da morte de neurénios motores (Gouin et al., 1996). Durante o
desenvolvimento embriondrio este fator também esta envolvido na regulagdo da
sobrevivéncia de neurdnios motores. O BDNF podera ser usado para diminuir a
morte de neur6nios motores em doencas degenerativas do corno anterior

(Henderson et al., 1993).

Os efeitos do fator de crescimento do nervo (NGF), fator neurotrofico
derivado do cérebro (BDNF) e a neurotrofina-3 (NT-3) no desenvolvimento do
trato cortico-espinhal apresentam diferengas significativas. Da mesma maneira, nas
fibras do trato cortico-espinhal lesionadas de ratos adultos também ocorrem

diferengas anélogas nos niveis de germinag8o regenerativa. Comparado com o
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controle, 0 BDNF ndo provocou efeito, em contraste ao NT-3 onde houve grande
germinagdo € com NGF a germinagdo ndo foi significante. Contudo, a estimulagio
da germinagdo pelo NT-3 ndo ¢ suficiente para aumentar o crescimento da fibra
nervosa pois a germinago e o alongamento de fibras lesionadas sdo reguladas por
processos diferentes. Associando-se o anticorpo IN-1 com o NT-3 observa-se
regeneracdo das fibras do trato cértico-espinhal em grandes distancias devido ao
efeito neutralizante do anticorpo, na proteina inibitéria do crescimento do neurito

associada a mielina (Schnell et al.,1994; Bregman et al., 1995).

O estudo do hormoénio de crescimento no desenvolvimento do sistema
nervoso tem apresentado algumas dificuldades, como a influéncia de outros
horménios troficos da pituitaria anterior, por ndo conhecer-se totalmente o seu local
e 0 modo de agdo no sistema nervoso. O horménio do crescimento estimula a
proliferacdo celular no cérebro. Injetando-se hormonio do crescimento no girino de
Rana pipiens no estagio do crescimento dos membros ocorre aumento do nimero
de neurdnios e células gliais no hemisfério cerebral, quando comparado com o
controle. Idéntico aumento celular ocorre na ninhada de ratas prenhas com injeg¢do
do horménio do crescimento. A andlise dos efeitos do horménio na nutrigdo da
mée, metabolismo, fungdo hormonal e fungido placentdria indicam efeitos indiretos
no desenvolvimento, que podem ser maiores do que o efeito do hormdnio no
desenvolvimento fetal do cérebro. Injetando-se hormdnio de crescimento em ratos

depois do nascimento ndo foi observado aumento do peso ou do tamanho do

sistema nervoso (Jacobson, 1993).
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De acordo com USP DI (1991), oxandrolona é um esterdide anabolico
indicado em infec¢des cronicas, cirurgias extensas ou trauma severo, que requerem
a reversdo do processo catabdlico ou da limitagdo de proteinas. Oxandrolona é
indicado no tratamento da sindrome de Turner, sendo efetivo como horménio de
crescimento. O mecanismo de agdo do esteroide anabdlico ¢ através da promogdo
do anabolismo de proteinas e estimulagdo do apetite. Também estimula a produgéo
de eritropoetinas e pode ter agdo direta na medula Ossea. Na descendéncia de
animais recebendo 9 vezes a dose humana foi observadp embriotoxidade,
fetotoxicidade, infertilidade e a masculinizago do feto. Neoplasmas hepaticos tem
‘sido associados com o uso de esterdides anabdlicos por longo tempo ¢ em altas
doses. Esteroides anabolicos sdo derivados sintéticés da testosterona com redugdo
de suas propriedades androgénicas ¢ retengdio das propriedades anabolicas. Esta
diminui¢@o dos efeitos anabdlicos e androgénicos ndo é completa e, desse modo,

muito das agdes do esterdide anabodlico € semelhante aos androgenos.

Segundo Berger et al. (1996), oxandrolona ¢ eficaz no tratamento da
hipotdnia muscular associada a AIDS havendo significante ganho de peso com
melhora do apetite, forga e atividade fisica. Oxandrolona pode ser de grande valor
nesta patologia ao manter e/ou melhorar o peso corporal € consequentemente,
aumentar a sobrevivéncia, diminuindo a incidéncia de infecg¢des oportunistas

associadas com a infecgdo do HIV, melhorando a qualidade de vida.

Tanto os horménios esterdides quanto o acido retindico, um morfogen

derivado da vitamina A, ligam-se a receptores intracelulares atuando diretamente no
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DNA. O écido retindico induz a diferenciagdo e crescimento celular e afeta a sintese
de proteinas e durante o desenvolvimento ha indicios de sua presenga pois existem
proteinas que se ligam a ele no tubo neural, ginglio da raiz dorsal, ginglio
simpéticq e ganglio entérico da galinha. A interagdo do 4cido retindico com seus
receptores promove varios eventos regulatorios, pela ativagdo de grupos de genes
especificos. O 4cido retindico atua na indugdo neural e regionalizagdo do
neuroectoderma, ou seja, possui efeito no desenvolvimento de varios sistemas.
Quando adicionado sistemicamente, em doses ndo fisioldgicas, pode ter efeito
teratogénico na forma¢do dos membros e no sistema nervoso central, como a
Vanencefalia e malformagdes dos olhos ou fenda palatina. A nivel celular, induz o
padrdo de duplicagdo no desenvolvimento do botdo da asa da galinha ou na
regeneragdo dos membros de anﬁbic_)s. O 4cido retindico também pode provocar
diminui¢do do citoplasma, aumento dos espagos intercelulares no mesoderma e
necrose de somitos (Tickle et al.,1982; Summerbell, 1983; Evans, 1988; Jacobson,

1993; Han & Kim, 1996; Scotting & Rex, 1996).

Dong & Zile (1995), analisaram embrides de codorna normais no estagio
5 a 8 e observaram a presenga de moléculas sinalizantes enddgenas que ligam-se a
receptores nucleares do 4cido retindico. E sugerida a capacidade desses embrides de
gerar moléculas bioativas de vitamina A requeridas para o desenvolvimento. Dessa

maneira, neste estagio critico do desenvolvimento, ocorre prevengdo da morte ¢ é

garantido o subseqiiente desenvolvimento normal.

Tanto o excesso de éacido retindico quanto a deficiéncia de vitamina A



27

causam anormalidades no desenvolvimento de estruturas craniofaciais. O 4cido
retindico tem importante papel na morfogénese da cabega. Os receptores do acido
retindico de mamiferos sdo compostos por 3 subtipos a, [ e y que possuem
padréo de expressdo espago temporal especifico durante o desenvolvimento. Apenas
0 RAR-a estd presente em todo embrido durante o desenvolvimento. No
desenvolvimento embrionario normal € decisiva a manutencdo dos niveis
fisiologicos desta substincia. O 4cido retindico exdgeno induz varios tipos de
malformagdes em estruturas craniofaciais de acordo com o tipo de tratamento sendo
importantes o modo de administragdo, a dose e o estagio de desenvolvimento em

que € administrada (Osumi-Yamashita, 1996).

Lopez & Carrasco (1992), trataram embrides de Xenopus laevis durante a
gastrulagdo com altas concentragdes -de acido retindico e provocaram agenesia de
olhos, forame nasal, cérebro anterior ¢ médio e vesiculas oticas. Também
encontraram dilatagdo do cérebro posterior e espinha bifida. Chen et al. (1996),
comentam que a concentragdo mais baixa de acido retindico capaz de induzir

duplicagdo de membros ¢ 3 pg/ml.

Han & Kim (1996), estudaram os efeitos do acido retindico na expressio
do gene receptor do fator de crescimento epidermal (EGFR) no desenvolvimento do
botdo da asa da galinha. O EGFR é conhecido por controlar o crescimento e
diferenciagdo celular. A expressdo do gene EGFR foi notada na area anterior e
distal dos tecidos epidermal e subepidermal do botdo da asa do estadio 18 até o 26

(Hamburger e Hamilton, 1951). Neste tempo o sinal foi perdido em regifo posterior.
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No tratamento com o 4cido retindico a expressdo do gene EGFR foi expandida para
a regifdo mais posterior. Na 4rea em que o acido retindico foi aplicado, a expressdo

do EGFR foi suprimida no desenvolvimento do botdo da asa da galinha.

Botling et al. (1996), comentam sobre a fungdo reguladora do 4cido
retindico na diferenciagéio hematopoética e o seu grande potencial terapéutico. Van
der Leede et al. (1996), analisaram a distribui¢do do receptor a do acido retindico
(RAR-a). Os retindides s@o conhecidos por prevenir a carcinogénese em roedores e
inibir o crescimento de células de céncer de mama em humanos in vitro . A
expressdo do RAR-a pode ser alterada com a progressdo do tumor. Proteina RAR-

a foi expressa em niveis mais altos em tumores com maior atividade proliferativa.

Para diluir o 4cido retindico, autores como Summerbell (1983), Tickle et
al. (1982) e Holst et al. (1997), utilizam dimetil sulfoxido (DMSO). Este ultimo

testa diferentes quantidades de DMSO e cita que quantidades inferiores a 3 pl

injetadas na membrana corio-alantdide de embrides de galinha com 6 dias de idade

ndo sdo toxicas € sdo toleraveis pelo embrido.

As aves e os mamiferos sdo os vertebrados que :clpresentam 0s mais altos
niveis de evolucdo morfologica e funcional (Farner et al., 1993). Assim, neste
estudo, foram utilizados embrides de Gallus gallus domesticus, material de facil
aquisicdo e manuseio, onde as mudangas basicas do desenvolvimento sdo
caracteristicas dos vertebrados em geral, estabelecendo dessa maneira, um modelo

padrdo para o estudo dos processos relacionados ao desenvolvimento do SNC, tanto

de embrides normais como de lesionados.



2 - OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

- Investigar processos relacionados & morfogénese do sistema nervoso

central de embrides de Gallus gallus domesticus.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Averiguar processos de lesio neural em embrides de Gallus gallus

domesticus,

- Analisar a agdo de agentes como acido retindico, oxandrolona e DMSO
nos processos de desenvolvimento do Sistema Nervoso Central de embrides de

Gallus gallus domesticus.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAL DE ESTUDO

Foram incubados 1235 ovos de coloragdo azulada de Gallus gallus
domesticus obtidos no Departamento de Zootecnia do Centro de Ciéncias Agrarias
da Universidade Federal de Santa. Catarina. Os trabalhos de laboratdrio foram
efetuados no Laboratério de Embriologia, Departamento de Biologia Celular,

Embriologia e Genética da mesma universidade.

Neste trabalho foram seguidas as recomendagdes de Magaldi (1974) que
considera que os ovos devem ter a mesma forma, cor ¢ tamanho. A casca deve ser
limpa com algoddo para evitar a entrada de germes infecciosos e propiciar a

respiragdo do embridio. A estocagem dos ovos deve ocorrer numa temperatura de

10 a 15°C, num periodo ndo superior a 7 dias.

Somente foram considerados os ovos em que os embrides € 0s anexos
embrionarios apresentam-se integros € com a idade do desenvolvimento compativel

com a idade cronoldgica, onde as caracteristicas morfoldgicas correspondem com as
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estabelecidas por Hamburger & Hamilton (1951). Deste modo ndo foram
considerados embrides com aderéncias, com rompimento de vasos sangiiineos, com

o desenvolvimento alterado ou que morreram durante o manuseio.

No presente trabalho os ovos foram manuseados para o
acompanhamento do desenvolvimento e sobrevivéncia dos embrides e para a

analise do desenvolvimento das estruturas neurais a nivel microscopico.

Para o acompanhamento do desenvolvimento e sobrevivéncia dos
embrides, os ovos foram analisados até a morte ou eclosdo. Incubou-se 892 ovos
~dos quais 384 unidades (43,05%) foram analisados e fixados sendo os outros 508
(56,95%) descartados. Nesta ultima condigdo, 130 unidades (14,58%)
eapresentavam-se aderidos, 143 unidades (16,05%) ndo estavam fertilizados, 49
unidades (5,49%) a idade do desenvolvimento ndo era compativel com a idade
cronologica, 4 unidades (0,45%) mostravam-se mal formados e 182 unidades

(20,43%) morreram durante o manuseio.

Para analise do desenvolvimento das estruturas a nivel microscopio os
ovos foram incubados para a realizagdo dos testes e retirados com 5, 11 e 17 dias
para a confecgdo de laminas permanentes do mesencéfalo. Para este estudo
incubou-se 343 ovos dos quais, em 158 unidades (46,06%) procedeu-se aos testes e
185 unidades (53,94%) foram descartadas. Dos ovos descartados, 19 unidades
(10,27%) estavam aderidas, 122 unidades (65,95%) ndo estavam fertilizadas, em 9
unidades (4,86%) a idade do desenvolvimento ndo estava compativel com a idade

cronologica, 3 unidades (1,62%) se apresentavam mal formadas e 32 unidades
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(17,30%) morreram durante o manuseio.

3.2. METODOS

3.2.1. Procedimentos Experimentais

A incubagdo dos ovos foi realizada em uma estufa da marca Petersime,
modelo Mibo E-1, a uma temperatura de 38 °C ¢ umidade atmosférica mantida
através de dois recipientes com 500 ml de dgua , trocada de trés em trés dias. Para
diminuir aderéncias entre os embrides € os anexos € 0s envoltorios ovulares, os

ovos tiveram sua posigdo modificada no minimo uma vez ao dia.

Com 68 a 72 horas de incubagfo, cada ovo foi retirado da estufa e levado
para um ambiente asséptico na camara de fluxo laminar e percutido com estilete de
extremidade romboide na face mais redonda ¢ na superior. Com ajuda de um
estilete de ponta fina abriu-se um orificio na face redonda da casca e outro na face

superior para permitir 0 seu manuseio.

%

Para investigar processos relacionados a morfogénese do sistema nervoso
central de embrides de Gallus gallus domesticus realizaram-se testes para verificar
a interferéncia de fatores fisicos e quimicos. Como fatores_ﬁsicos foi efetuada uma
lesdo no mesencéfalo com agulha hipodérmica ultrafima. Como fatores quimicos
utilizaram-se as substincias acido retindico a 97/103% (Henry Farma, Brasil)

diluido em dimetil sulféxido a 99,9% (Atotec, Franga), dimetil sulféxido (DMSO) a
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99,9% (Atotec, Franga) e oxandrolona a 97/100,5% (BEG Importagdo Produtos

Quimicos Ltda, Brasil) diluida em agua milli Q. Todos os produtos quimicos foram

obtidos na farmacia de manipulagdo Anna Pele, Floriandpolis/SC.

Os testes utilizados neste estudo dividiram-se nas modalidades
embrides sem lesdo e embrides com lesdo, sendo as substincias quimicas acima

discriminadas injetadas em ambas as modalidades (tabelaI) .

Tabela I - Descrigio das modalidades dos testes nos diferentes experimentos desenvolvidos para andlise
do desenyolvnmento e sobrevnvencla num total de 384 embrloes de Gallus gallus domesttcus

ey =
Ey R

* substancia ndo d11u1da e utilizada na forma comermahzada
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Modalidade A - Embrides sem Lesio

Nesta modalidade realizaram-se quatro testes :

* No teste n® 1 “Embrides sem lesdo” efetuou-se somente uma
abertura na casca para andlise dos embrides € controle do ambiente de incubagéo.
Neste teste manuseou-se 55 embrides que foram considerados como Controle I por

ndo ter sido utilizado nenhum fator quimico.

* Nos testes n® 2, n® 3 e n® 4, além de abrir os ovos aplicaram-se
injegdes com seringa e agulha hipodérmica ultrafina, com volume de 0,04 a 0,05 ml
| cujas concentragdes estdo indicadas na tabela I, ao lado do encéfalo, dentro do saco
vitelinico, através da membrana corioalantdéide. Em embrides de 68 a 72 horas de
incubagéio, a membrana corioalantdide apresenta-se bem vascularizada sendo
importante evitar o rompimento de -vasos sangiiineos ao introduzir a agulha. No
teste n? 2 utilizou-se oxandrolona diluida em 4gua milli Q em concentragdes que
variaram de 5,0 pg/ml a 5x 10" pug/ml em 63 embrides. No teste n® 3, 31 embrides
receberam dimetil sulfoxido (DMSO) e no teste n® 4, 41 embrides receberam acido

retindico diluido em DMSO na concentragdo de 0,1 mg/ml.

Modalidade B - Embridges com Lesio

Nesta modalidade de teste realiza-se uma lesdo no mesencéfalo do
embrido com agulha hipodérmica ultrafina escolhendo-se o local de melhor acesso

para ndo haver rompimento de vasos sangiiineos. Tomou-se cuidado para ndo
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romper principalmente a veia vitelinica anterior direita, situada proxima ao

mesencéfalo pois, em caso de rompimento, poderiam ocorrer hemorragias que

levariam o embrido a morte (figura 2).

Figura 2: Embriiio fixado de Gallus gallus domesticus com 3 dias de desenvolvimento. Vista
lateral do embriéio em aumento de 20X. Local da lesdo ( % ).

Nesta modalidade também foram realizados quatro testes :

* O teste n® 1 (Embrides lesionados), considerado como Controle II,

onde 44 embrides sofreram lesdo, ndo sendo, porém, tratados com fator quimico.

* Nos testes n® 2, n° 3 en? 4 além de lesionar o mesencéfalo foram
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aplicadas, logo a seguir, injegdes com o volume e as substincias quimicas

anteriormente descritas.

* No teste n° 2 (Embrides lesionados e tratados com oxandrolona)
utilizaram-se concentragdes que variaram de 5,0 pg/ml a 5x10™2 pg/ml em um total
de 72 embrides. No teste n° 3 (Embrides lesionados e tratados com DMSO)
tratou-se 35 embrides com dimetil sulfoxido e no teste n® 4 (Embrides lesionados e
tratados com acido retindico), 43 embrides lesionados foram tratados com acido

retindico na concentragdo de 0,1 mg/ml diluido em DMSO.

Depois de submeter os embrides aos diferentes testes, a abertura da casca
foi fechada com filme de PVC transparente e ndo toéxico (Rolopac, Alba) e 0s ovos
foram recolocados na estufa possibilitando, assim, a continuidade do
desenvolvimento embrionario. Os ox}os foram mantidos na estufa até ser atingida a
idade determinada para confecg¢do de cortes histologicos, ocorrer a eclosdo ou a

morte dos embrides.

3.2.2. Anadlise dos Embrioes

O desenvolvimento do embrido de Gallus gallus domesticus foi
acompanhado diariamente, desde o 3° dia até a morte ou eclosdo, sendo analisados
os dias de sobrevivéncia, o peso, o desenvolvimento das estruturas embriondrias e a

histogénese do mesencéfalo.

Em relagdo a sobrevivéncia dos embrides contabilizaram-se os dias em
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que 0s mesmos permaneceram vivos na estufa. Na ocorréncia de morte, retira-se o
ovo da estufa e com auxilio de pinga aumenta-se o tamanho da abertura da casca

para a retirada do embrido.

Com pinga e colher pequena o embrido era separado do saco vitelinico e
colocado em placa de Petri contendo solug@o de Ringer para remogdo dos restos de
vitelo e das membranas extra-embriondrias sendo posteriormente o embrido fixado
em Formol a 10% por 24 horas e conservado em etanol a 70% para registro do peso

e analise das caracteristicas embriondrias.

O peso dos embrides (em gramas) foi registrado em balanga eletronica
Marte (0,00). Registrou-se este peso apds, no minimo, 5 dias de conservag¢do do
material no etanol 70% e com um intervalo de espera de 2 minutos para haver

tempo de estabilizar a balanga.

Neste estudo foi analisado o desenvolvimento de algumas estruturas
embriondrias avaliando-se caracteristicas morfologicas gerais e especificas externas,
de acordo com o protocolo de Hamburger e Hamilton (1951). Estas caracteristicas
foram verificadas pelo exame “in vivo”, através da janela da casca do ovo até 10

dias de desenvolvimento ou ap6s sua morte.

Como caracteristicas gerais (aquelas relacionadas ao desenvolvimento

embrionario como um todo) foram analisadas:

- Aspecto da vesicula vitelinica e da area vasculosa;

- Desenvolvimento dos membros.
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Como caracteristicas especificas (aquelas relacionadas diretamente ao

desenvolvimento do sistema nervoso) analisaram-se:

Nivel de rotagdo do corpo;

Flexuras do tubo neural;

Forma das vesiculas cerebrais;

Desenvolvimento das vesiculas Opticas.

3.2.3 - Preparagdo de Ldminas Permanentes

Para o estudo da histogénese do mesencéfalo, embrides de 5, 11 e 17
dias de incubagdo, em todas as condigdes de experimentos, foram decapitados sendo
a cabega fixada em formol brometado de Cajal por 30 minutos. Ao final deste
tempo foram retirados o bico, a vesicula dptica e a pele e colocados por um periodo
adicional de 8 a 10 horas no mesmo fixador para, em seguida, dissecar o cérebro
com tesoura e pingas de ponta fina e grossa. Apds a dissecagdo, o cérebro foi
mantido por um periodo adicional de 12 a 14 horas no formol brometado de Cajal,
nunca ultrapassando o total de 24 horas , permitindo assim uma melhor fixagio das
camadas internas. A fim de observar a estrutura histologica do mesencéfalo foram
utilizadas as técnicas de Hemalume-Eosina e o método para microglia de Del Rio

Hortega (Begak e Paulete, 1976):

Apoés a fixagdo as pegas foram desidratadas em banhos sucessivos de
alcool etilico para remogédo total da agua, diafanizadas com xilol e incluidas em

parafina liquida (Begak e Paulete, 1976).
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Para a confecgdo dos cortes foi utilizado o micrétomo rotatério Olympus
modelo CUT 4055 e navalhas descartdveis para obter-se cortes transversais do

mesencéfalo de 8 a 10 um de espessura, posicionados em Iaminas histologicas.

Em seguida os cortes foram desparafinizados e hidratados em série
etandlica decrescente até a agua destilada prosseguindo com a técnica de

Hemalume-Eosina ou o método de Del Rio Hortega.

- Técnica Hemalume-Eosina - os cortes foram primeiramente corados
com Hemalume de Mayer durante 1,5 minutos, lavados com agua destilada e
corados com solugdo aquosa de eosina 1% durante 1 minuto. Os cortes foram
novamente lavados em dagua destilada e desidratados em uma série etanodlica

ascendente. Finalmente os cortes foram clareados em xilol e montados em Balsamo

de Canada.

- Método de Del Rio Hortega - os cortes foram lavados 3 vezes com
dgua destilada, acrescido de 1% de amoénia no primeiro banho. Impregnou-se os
cortes em carbonato de prata amoniacal durante 20 minutos. A seguir colocou-se 0s
cortes numa solugdo de formol a 3%, durante alguns segundos, até ficarem com cor
cinza. Os cortes foram lavados em agua destilada sendo entdo desidratados,
clarificados e montados nas laminas com Balsamo do Canada. As laminas foram
analisadas com objetivo de visualizar os processos relacionados ao desenvolvimento

do sistema nervoso central nas diferentes condi¢des de experimentos.
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3.2.4. Confecgdo de Fotografias )

Os embrides totais fixados e os cortes do sistema nervoso foram
fotografados no  microscopio estereoscopico Olympus, modelo SHZ10 e
microscopio Optico binocular Olympus, modelo CBA equipados com sistema
fotogratico. Nos embrides acompanhou-se o desenvolvimento das estruturas
embriondrias, com énfase no sistema nervoso. Nos cortes procurou-se registrar a
citoarquitetura do desenvolvimento do mesencéfalo de embrides intactos e

lesionados ou que sofreram a ag@o de algum fator quimico.

3.2.5. Analise Estatistica

Em cada experimento, os dados de sobrevivéncia foram sumariados,
sendo determinados a média e o desvio padrdo dos embrides de Gallus gallus

domesticus.

Para a compreensdo do indice de sobrevivéncia entre os fatores quimico
e fisico foi utilizada a analise de variancia multifatorial para comparar a substancia
com a condigdo do experimento, seguida pelo teste post-hoc Least Square
Difference, quando apropriado. As diferengas entre os grupos foram consideradas
significativas quando p < 0,05. Esses procedimentos foram realizados através de um

programa estatistico apropriado (Statgraphics versdo 5.0 - Univ. of Illinois, USA).

Além disso analisou-se as caracteristicas morfologicas alteradas, de

acordo com as diferentes condi¢des dos experimentos e idade cronologica.



4. RESULTADOS

Durante a realizagdo dos experimentos foram manuseados 1235 ovos de
Gallus gallus domesticus, dos quais 384 unidades (31,09 %) sdo analisados “in vivo”
até a morte ou eclosdo, e 158 unidades (12,79 %) sdo utilizados na andlise do
desenvolvimento das estruturas a nivel microscopio, permitindo o estudo dos processos
relacionados a morfogénese do sistema nervoso central.

Na temperatura de 38°C, todos os embrides analisados mostram algum nivel
de desenvolvimento que, na grande maioria, pode ser considerado normal. As
caracteristicas morfologicas extemaslnormais estdo descritas dentro da modalidade de
teste “embrides sem lesdo” e somente alteragdes destas caracteristicas sdo descritas nas

demais modalidades.

4.1. ANALISE DAS MODALIDADES DOS TESTES

Na analise do desenvolvimento dos embrides de Gallus gallus domesticus
contabilizou-se os dias de sobrevivéncia, o peso, o desenvolvimento das estruturas

embriondrias gerais e especificas e a histogénese do mesencéfalo.
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4.1.1. Modalidade A: Embrides sem Lesao
4.1.1.1. Embrides sem Lesdo (Controle I)

Para andlise do desenvolvimento de embrides de Gallus gallus domesticus
sdo contabilizados 55 embrides que sobrevivem até 23 dias, sendo que a maior
frequéncia, 11 individuos, ocorre no 21° dia. Destes, somente 3 embrides eclodem e o

restante, somados a 5 embrides na idade de 22 ou 23 dias, ndo conseguem sobreviver

(figura 3).

Nimero de Embrides.

4 5 6 7 8 9 10 1" 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 28
Dias de Sobrevivéncia.

Figura 3: Histograma de freqiiéncia da sobrevivéncia de 55 embrides sem lesdo (Controle I ).
Dentro deste teste, que representa 14,32% do total de individuos analisados,

os resultados das freqiiéncias dos dias de sobrevivéncia dos embrides sem lesdo aponta

uma média de 16 dias (+ 5,4) (tabela II).
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Tabela I - Medidas descritivas dos diferentes testes dentro da modalidade de embrides sem lesio
de Gallus gallus domesticus.

Descri¢do  dos Nimero de Média de Sobrevivéncia | Percentagem de
testes embrides (dias) (Desvio Padrio) embrides (%)
Embrides sem Lesdo 55 16,00 (% 5,44) 14,32
Embrides sem Lesdo + 63 5,07 (+0,85) 16,40
Oxandrolona
Embrides sem Lesdo + 31 18,00 (+6,01) 8,07
DMSO
Embrides sem Lesdo + : 41 14,34 (+7,00) 10,67
Acido Retinéico

Com o decorrer da morfogénese e a organogénese ha um aumento gradativo
do peso corporal dos embrides, sendo que nos ultimos dias de desenvolvimento ocorre
um aumento proporcionalmente maior entre as médias. A variavel peso aponta valores
médios entre 0,02 e 30,50 g para embrides de 4 a 23 dias, de acordo com a idade

cronoldgica (tabela III).
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Tabela III - Relagdo dos dias de sobrevivéncia e da média de peso dos embrides sem lesdo
submetidos a diferentes tratamento.

N2 total de individuos 55 63 31 41

Considerando-se as caracteristicas morfologicas gerais, ¢ analisado o
desenvolvimento da vesicula vitelinica, que no 3° dia de desenvolvimento ja recobre a
gema apresentando suas paredes ricamente vascularizadas. A vesicula vitelinica
permanece ligada ao embrido através de um pediculo e, a medida que prossegue o
desenvolvimento, o tamanho da mesma diminui devido a utilizagdo do vitelo como

demanda energética, na formagdo do embrido. Em 3 embrides que eclodem, ocorre um
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adequado desenvolvimento deste anexo embriondrio. Nas observagdes efetuadas com
embrides a partir de 19 dias de sobrevivéncia, num total de 25, é verificado que em 22
deles o saco vitelinico ndo se retrai como ¢ usual, ndo havendo portanto o fechamento
do pediculo vitelinico com a incorporagdo do saco vitelinico vestigial.

A area Vasculosa, observada através da abertura da janela na casca efetuada
no terceiro dia, mostra que a circulag@o intra-embrionaria ¢ extra-embrionaria ja estdo
estabelecidas. No corpo do embrido observa-se a pulsagdo do coragdo e 0s vasos
cardinais, principalmente a veia cardinal anterior e a veia cardinal posterior. Nas
membranas extra-embriondrias estdo presentes os vasos vitelinicos, uma rede de
pequenos vasos sangiiineos que envolvem a gema, destacado-se as artérias e veias
vitelinicas, suas ramificagdes € o sinus terminal. Com o prosseguimento do
desenvolvimento estes vasos aumentam seu calibre a medida que o saco vitelinico €
incorporado ao embrido (figura 4).

Em relagdo a morfogénese dos membros, embrides de 3 dias de
desenvolvimento apresentam os brotos anteriores e posteriores sobressaindo da parede
ventrolateral do corpo e com 4 dias, aumentam rapidamente de tamanho sendo que a
parte distal dos mesmos apresenta-se mais larga e achatada‘ do que a parte proximal. No
5% dia (figura 5) € nitida uma constri¢do circular separando as partes distal e proximal e
no 6° dia os membros anteriores e posteriores apresentam-se segmentados, posicionados
em flexdo medial, iniciando o aparecimento de rudimentos de digitos. Nos embrides de
7 dias os membros anteriores e posteriores mostram-se segmentados em trés partes

visualizando-se constricdes medianas e distais. A medida que o desenvolvimento
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Figura 4: Embrifio nio fixado de Gallus gallus domesticus com 4 dias de desenvolvimento. Vista
dorso-lateral do embrifio no ovo, em aumento de 10X.

Figura 5: Embriio fixado de Gallus gallus domesticus com 5 dias de desenvolvimento. Vista lateral
do embrifio em aumento 10X.
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prossegue ha um aumento no tamanho dos membros até que, com 9 dias, os digitos

estdo completamente formados.

Analisando-se as caracteristicas morfologicas especificas, foi observado que
a rotagdo do corpo, em embrides de 3 dias de desenvolvimento (figura 2), apresenta-se a
nivel de 2/3 do seu comprimento e com 4 dias também ¢ evidente a rota¢do da parte

caudal em direcdo ao seu lado esquerdo.

Em relagdo as flexuras do tubo neural observa-se que todos os embrides de 3
dias de desenvolvimento apresentam, na regido anterior, duas grandes flexuras em
angulo reto, uma na regido posterior do mesencéfalo e a outra na regido cervical, no
limite entre o rombencéfalo e a medula espinhal, chamadas respectivamente de flexura
mesencefalica e flexura cervical (figura 2). Na regido posterior do tubo neural visualiza-
se o inicio da flexura caudal que, em embrides de 4 dias, apresenta-se mais evidente.
Em embrides de 5 dias sdo bastante pronunciadas as flexuras mesencefélica, cervical,
dorsal e caudal caracterizando a curvatura rostrocaudal do tubo neural com grande
convexidade dorsal. A cabega situa-se proxima a regido caudal do embrido,
permanecendo nesta posigdo até o final do desenvolvimento (figura 5).

Em embrides de 3 dias de desenvolvimento sdo visiveis as vesiculas
cerebrais ja diferenciadas. O prosencéfalo divide-se em 2 vesiculas, o telencéfalo, que
forma os hemisférios cerebrais e o diencéfalo, que além de outras estruturas contém as
projecOes das vesiculas Opticas. O mesencéfalo estd bastante proeminente apresentando
uma estrutura morfolégica tnica. O rombencéfalo também ja se diferenciou em

metencéfalo, mais largo e em mielencéfalo que esta mais constrito (figura 2). Nos dias
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subseqiientes estas vesiculas cerebrais continuam a aumentar de tamanho sendo que no
quinto dia, principalmente o mesencéfalo esta ainda mais proeminente. A partir desta
data, na regido mediana da parede do mesencéfalo, uma reentrincia antero-posterior
aumenta progressivamente de tamanho dividindo, no 9° dia, em dois lobulos
mesencefalicos distintos (figura 5). Com 9 dias de desenvolvimento os hemisférios
cerebrais e o diencéfalo cresceram e aumentaram de tamanho equiparando-se aos

l6bulos mesencefalicos.

Uma das estruturas embriondrias mais complexas em formagdo € o olho,
protuberincias situadas lateralmente ao diencéfalo. Embrides de 3 dias de
desenvolvimento apresentaram as vesiculas Opticas bastante diferenciadas, com
formagdo da vesicula do cristalino e do célice Optico cuja camada externa estd em
processo de pigmentagdo (Figura 2). A camada externa do calice dptico diferencia-se
no epitélio pigmentar da retina sendo que nos dias subseqiientes, esta pigmentagdo fica
mais evidente e com 6 dias a vesicula do cristalino estd formada. Neste estagio de
desenvolvimento observa-se o inicio da formagdo das palpebras, como dobras do
epitélio que crescem sobre o olho, até se encontrarem e fundirem em embrides com
aproximadamente 16 dias. O tamanho do olho, a partir de 6 dias, aumenta rapidamente

em relagdo ao desenvolvimento do diencéfalo, chegando a ocupar grande parte do

espaco da cabeg¢a do embrido.

A nivel da histogénese verifica-se que em corte transversal de embrido de 5
dias o mesencéfalo € formado por estrutura tubular que comega a se subdividir na regido

medial, no sentido antero-posterior, através de duas invaginag¢des. O tamanho da luz do
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mesencéfalo €, no minimo,.20 vezes maior do que a espessura das suas paredes laterais
(figura 6.A). As paredes do mesencéfalo sdo bastante uniformes na espessura e
constituem-se por células neuroepiteliais indiferenciadas, que estdo localizadas
internamente, e células arredondadas, localizadas periféricamente. Identifica-se a
camada ventricular, mais proxima da luz do tubo neural ¢ externamente a esta observa-
se a fina camada do manto que contém os corpos celulares dos neuroblastos. A camada
ventricular € composta por células neuroepiteliais justapostas, organizadas em
aproximadamente 16 extratos de células, entre as quais encontra-se pouca substincia
intercelular (figura 6.B). Observa-se, também, processos da glia radial com projec¢do
ascendente por toda a camada ventricular e estendendo-se até a membrana limitante
externa. Os neuroblastos possuem nucleos de forma arredondada e estdo dispostos sob a
membrana limitante externa, entre a glia radial (figura 6.B,D).Em volta da membrana
limitante externa observa-se a camada mesenquimal (figura 6.C) composta de
mesénquima e vasos sangiiineos primitivos com células sangiiineas ou mondcitos no seu
interior e nucleos de células endoteliais na sua parede e células angiogénicas no tecido
conjuntivo embriondrio. No tecido conjuntivo mesenquimal visualiza-se células de
formas irregulares, pobres em citoplasma, com prolongémentos e muita substdncia

intercelular, dando a este tecido a aparéncia de uma malha frouxa (figura 6.C ¢ E).

Ao longo do desenvolvimento ocorre a diferenciagdo da vesicula
mesencéfalica e em embrides de 11 dias observa-se que a mesma constitui-se de
duas estruturas (bilobado), localizadas posteriormente aos hemisférios cerebrais. As

paredes desta vesicula estdo bem mais espessas, visualizando-se um aumento do nimero



50

Figura 6: Mesencéfalo de Gallus gallus domesticus com 5 dias de desenvolvimento. Embriio
apenas sem lesdio (Controle I). A e B - Corte transversal em HE, 10 um, aumento 4X e 1000X,
respectivamente. Local do aumento de 6.B (%).
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Figura 6: Mesencéfalo de Gallus gallus domesticus com 5 dias de desenvolvimento. Embrido
apenas sem leséio (Controle I). C, D e E - Corte transversal em HE, 10 pm, aumento 100X, 1000X
e 400X, respectivamente. Local do aumento de 6.D ( %) e 6.E ().
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de camadas celulares, mostrando uma clara organizag¢@o laminar. Em contrapartida, a
andlise das laminas permanentes da vesicula mesencefalica também mostra que ocorre
uma redugio do tamanho da sua luz, como também, da camada ventricular (figura 7A ¢
B) que agora € constituida de aproximadamente 6 extratos de células neuroepiteliais. O
mesénquima situado em torno da vesicula ja se encontra condensado formando as
meninges € o restante das estruturas de protecdo que para confec¢do do corte sdo

necessariamente removidas.

Com o decorrer do desenvolvimento embrionario verifica-se que, com 17
dias, ocorre uma diminui¢do ainda maior da luz da vesicula mesencefalica mostrando
um aumento do estreitamento na regido mediana (figura 8A). Nesta idade, distingui-se
no sentido da parede interna até a membrana limitante externa, as camadas do
mesencéfalo: camada ventricular (CV), camada fibrosa periventricular (CFP), camada
cinzenta periventricular (CCP), camada branca central (CBC), camada cinzenta central
(CCC), camada cinzenta e fibrosa superficial (CCFS) e camada optica (CO).
Visualiza-se um aumento de células na maioria das camadas acima citadas,
principalmente sob a membrana limitante externa, na camada Optica. Apenas a camada
ventricular estd mais fina e agora ¢ composta de aproximadamente 3 extratos de células

neuroepiteliais indiferenciadas (figura 8B, C e D).
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B

Figura 7: Mesencéfalo de Gallus gallus domesticus com 11 dias de desenvolvimento. Embriio
apenas sem lesiio (Controle I). A e B - Corte transversal de um lobo, em HE, 10 pm, aumento
40X e 100X, respectivamente. Local do aumento de 7.B ( 3¢ ).
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Figura 8: Mesencéfalo de Gallus gallus domesticus com 17 dias de desenvolvimento. Embriéio
apenas sem lesdo (Controle I). A e B - Corte transversal em HE, 10 pm, aumento 40X e 100X,
respectivamente. Local do aumento de 8.B (* ), C(*)eD (X).
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D

Figura 8: Mesencéfalo de Gallus gallus domesticus com 17 dias de desenvolvimento. Embrido
apenas sem lesiio (Controle I). C e D - Corte transversal, 10 pm, aumento 400X, em prata e HE,
respectivamente.
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4.1.1.2. Embrides sem Lesdo e Tratados com Oxandrolona

As diferentes concentragdes de oxandrolona injetadas nos embrides sem
lesdo mostram uma taxa de sobrevivéncia entre 4 e¢ 7 dias, ocorrendo uma maior
frequéncia no 5° dia em todas as concentragdes testadas (figura 9). Nos 63 individuos
analisados (16,40%), os resultados das freqii€éncias dos dias de sobrevivéncia dos

embrides sem lesdo apontou uma média de 5,07 dias (+ 0,85) (tabela II).

Numero de Embrides.

Dias de Sobrevivéncia.

Figura 9 - Histograma de frequéncia da sobrevivéncia de 63 embrides sem lesdio e tratados com
oxandrolona.

Em relagdo ao peso dos embrides tratados com diferentes concentragdes de
oxandrolona que sobrevivem de 4 a 7 dias, a média do peso varia de 0,03 a 0,22 gramas.
Comparando-se estes dados com os valores obtidos no teste anterior, Controle I (tabela
I11), observa-se que no 4° dia, ou seja, 1 dia apds a inje¢do de oxandrolona, a média de
peso € superior. Ja com 6 dias e 7 dias de sobrevivéncia a média de peso dos embrides é
inferior @ média do grupo Controle 1. Os embrides que sobrevivem 5 dias mostram um

peso médio que varia de 0,04 a 0,08 gramas (tabela IV).
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Tabela 1V : Média de peso de uma amostra de 63 embrides sem lesdo e com diferentes

oSk o ik & &

5x10™"? pg/ml 4 2 J
5 7 0,06
5x10™ pg/ml 4 2 0,05
\ 50 8 0,08
5x10° pg/ml g 12 0,05
6 1 0,10
5x10™ pg/ml 4 1 0,04
Sl 10 0,04
5,0 pg/ml 4 1 0,03
i e Sl 11 0,05
6 6 0,04
i ) 0,22

Neste teste ndo sdo observadas alteragdes, em relagdo aos embrides apenas
sem lesdo (Controle I) de até 7 dias de sobrevivéncia, a nivel das caracteristicas gerais
aspecto da vesicula vitelinica e de desenvolvimento dos membros, assim como a nivel
das caracteristicas especificas.

Quanto ao aspecto da drea vasculosa observa-se uma mudanga em sua
coloragdo original, normalmente amarelada, para levemente rosa, devido ao
extravasamento de sangue, da ordem de 95%. Esta situagdo acarreta uma diminuigdo da
circulagdo extra-embriondria, fazendo com que o embrido apresente um aspecto

esbranquigado.

Em relagdo a arquitetura tissular do mesencéfalo em embrides de 5 dias,
observa-se que esta difere da parede uniforme do teste Controle I, por apresentar-se

bastante irregular. A camada ventricular ¢ do manto mostram certa descontinuidade

apresentando regides mais espessas decorrentes de maior dispersdo celular (figura
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10.A). A parede ventricular ¢ composta por, aproximadamente, 22 camadas de células
neuroepiteliais com células posicionadas bastante afastadas umas das outras com menos
evidéncia de seus prolongamentos. Na camada mesenquimal que circunda externamente
o neuroepitélio, estavam presentes um menor nimero de células sanguineas dentro dos
vasos sanguineos primitivos como também, de células angiogénicas no mesénquima.
Nestes embrides a camada mesenquimal encontra-se desprendida da membrana

limitante externa do neuroepitélio mesencefalico (figura 10.B, C e D).

4.1.1.3. Embrioes sem Lesdo e Tratados com DMSO

A andlise dos 31 embrides, 8,07% da populagdo total de Gallus gallus
domesticus, que receberam uma administra¢do de DMSO, mostra uma média de
sobrevivéncia de 18 dias (* 6,01) (tabela II). Neste teste, onde ndo houve eclosio,
observa-se que ocorre uma sobrevivéncia embrionaria de 5 a 24 dias, sendo que a maior
taxa, 22 individuos, esta entre 18 e 24 dias (figura 11). Do total da amostra, trés
individuos, dois de 23 dias e um de 24 dias, Somente iniciaram o processo de eclosdo,

pois piaram e picaram a casca, porém ndo conseguiram sair dela.

Nesta modalidade de teste, as médias de peso dos embrides de 5 a 24 dias de
sobrevivéncia variou de 0,04 a 27,02 gramas, sendo que na idade compreendida entre 5
e 18 dias o peso ¢ inferior e entre 19 e 23 dias € superior ao apresentado pelos embrides

do grupo Controle I (tabela III).

Nos embrides deste teste, quando comparados aos do grupo Controle I, ndo
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Figura 10: Mesencéfalo de Gallus gallus domesticus com 5 dias de desenvolvimento. Embriio
apenas sem lesdo e tratado com oxandrolona. A e B - Corte transversal, 10 um, em prata e
HE,aumentos 40X e 400X, respectivamente. Locais dos aumentos de 10.B (%), 10C (*) e 10D ().
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Figura 10: Mesencéfalo de Gallus gallus domesticus com 5 dias de desenvolvimento. Embrido
apenas sem leséio e tratado com oxandrolona. C e D - Corte transversal em HE, 10 pm, aumento
1000X e 400X, respectivamente.
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Nimero de Embrides.

Dias de Sobrevivéncia.

Figura 11 - Histograma de frequéncia da sobrevivéncia de 31 embrides sem lesdo e tratados com DMSO.

observa-se alteragdes quanto as seguintes caracteristicas morfoldgicas gerais: aspecto da
area vasculosa e nivel de desenvolvimento dos membros. Em relag¢do as caracteristicas
especificas ndo visualiza-se alteragdes a nivel de rotagdo do corpo, flexuras do tubo

neural e desenvolvimento das vesiculas Opticas.

Considerando-se o aspecto da vesicula vitelinica nesta condigdo de estudo,
de um total de 18 individuos que alcangam uma sobrevivéncia igual ou superior a 19
dias, 12 ndo apresentam uma retragdo adequada do saco vitelinico ¢ em 6 individuos

ndo ocorre a completa cicatrizagdo do pediculo vitelinico.

Em dois embrides, de 8 e 18 dias, ndo verifica-se um adequado
desenvolvimento da area vasculosa devido a ocorréncia de hemorragia, ficando o

sangue extravasado acumulado nos anexos embrionarios.

3

Em relagdo a caracteristica especifica forma das vesiculas cerebrais

observou-se que um individuo de 21 dias de sobrevivéncia ndo apresenta um adequado
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desenvolvimento do tubo neural, caracterizando uma microcefalia. A calota craniana
também ndo completa seu desenvolvimento, indicando a ocorréncia de uma acrania que,

por conseqiiéncia, deixa exposto o encéfalo malformado.

A arquitetura tecidual do mesencéfalo mostra-se muito semelhante a
observada no grupo Controle 1. Os embrides de 5 dias apresentam a camada ventricular
com aproximadamente 27 extratos de células neuroepiteliais € com vasos sanguineos
primitivos. A camada do manto mostra-se mais espessa € com maior nimero de

neuroblastos entre a glia radial, quando comparada ao grupo Controle I (figura 12).

Figura 12: Mesencéfalo de Gallus gallus domesticus com 5 dias de desenvolvimento. Embrido
apenas sem lesdio e tratado com DMSO. Corte transversal em HE, 10 pm, aumento 400X.
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Em embrides de 17 dias ndo houve diferengas significativas no
desenvolvimento das camadas do mesencéfalo, pois apresentam o mesmo niimero € a

mesma disposigdo celular observados no grupo Controle 1.

4.1.1.4. Embrides sem Leséo e Tratados com Acido Retindico

Neste experimento, a taxa de sobrevivéncia dos embrides compreende de 4 a
24 dias, sendo que a maior frequéncia estd no 10° e no 21° dia do desenvolvimento
(figura 13) e a média de sobrevivéncia foi de 14,34 dias (+ 7 dias) (tabela II). No total
de 41 individuos (10,67 %) verifica-se apenas uma eclosdo (2,43%), no 21° dia

apresentando condi¢des de sobrevivéncia adequadas sendo sacrificado apos 2 dias.

Nimero de Embrides.

Dias de Sobrevivéncia.

Figura 13 - Histograma de frequéncia da sobrevivéncia de 41 embrides sem lesdo e tratados com acido
retindico.
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A média de peso dos embrides tratados com acido retindico que sobrevivem

entre 4 e 24 dias, esta entre 0,07 e 29,84 gramas, sendo que a média de peso da maioria

deles ¢ inferior a apresentada pelo grupo Controle I (tabela I1I).

Neste teste ndo observa-se alteragdes nas caracteristicas morfologicas gerais
aspecto da area vasculosa e dos membros, assim como nas especificas a nivel de rotagdo
do corpo, flexuras do tubo neural e desenvolvimento das vesiculas Opticas quando os

individuos sdo comparados ao experimento Controle I.

Em relag@o ao aspecto da vesicula vitelinica verifica-se que dos 15 embrides
que sobrevivem por mais de 19 dias, 11 ndo apresentam retragdo do saco vitelinico e em

apenas 1 ocorre desenvolvimento embrionario normal, levando a ecloséo.

Em dois individuos, um de 21 e outro de 23 dias de sobrevivéncia, as
vesiculas encefélicas aparentemente .nﬁo se desenvolvem de forma adequada, havendo
um aumento no tamanho da regido posterior da cabega. Analisando minuciosamente,
através da dissecagdo, observa-se que esta altgrag:ﬁo morfologica do cranio foi devido ao
aumento da camada de gordura subepitelial nesta regido.

A andlise histologica do mesencéfalo de embrides de 5 dias mostra que, em
comparagdo ao controle, o tratamento com &cido retindico ndo ocasiona alteragGes
visiveis na diferenciagdo das células neuroepiteliais ou na citoarquitetura da parede.
Contudo, em embrides de 17 dias, observa-se altera¢des no numero de extratos na

camada ventricular (CV) e de neur6nios na camada cinzenta central (CCC). Na CV a
matriz é composta de aproximadamente 6 a 8 extratos de células neuroepiteliais € a CC

apresenta-se mais estreita mas com o mesmo numero de neurdnios (figura 14A e B).
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Figura 14: Mesencéfalo de Gallus gallus domesticus com 17 dias de desenvolvimento. Embrido sem
lesio e tratado com dcido retindico. A e B - Corte transversal, 10 pm, em HE e prata com
aumentos 100X e 400X, respectivamente.
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4.1.2. Modalidade B: Embrioes com Lesao
4.1.2.1. Embrioes lesionados (Controle II)

Em relag@o a sobrevivéncia dos embrides apenas lesionados, observa-se que
esta compreende de 4 a 22 dias, sendo que apenas 7 individuos definem o periodo de
desenvolvimento embriondrio normal desta espécie e 5 ultrapassam este periodo,

alcangando o 22° dia (figura 15), sem contudo, ocorrer o processo de eclosio.

Nimero de Embrides.

Dias de Sobrevivéncia.

Figura 15 - Histograma de frequéncia da sobrevivéncia de 44 embrides lesionados (Controle II).

v

Dentro deste teste, que representa 11,46 % do total de individuos analisados,
os resultados das frequéncias dos dias de sobrevivéncia dos embrides lesionados

apontou uma média de 14,47 dias (& 6,65) (tabela V).
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Tabela V - Medidas descritivas dos diferentes testes dentro da modalidade de embrides com lesio de
Gallus gallus domesticus.

Descricio dos testes Nimero de embrides | Média de dias de Sobrevivéncia |Percentagem de
(desvio padrio) embrides (%)

Embrides Lesionados 44 14,47 (+ 6,65) 11,46

Embrides Lesionados + 72 5,00 (+ 0,67) 18,75
Oxandrolona
Embrides Lesionados + 35 16,17 (£ 6,11) 9,1
DMSO
Embrides Lesionados + 43 15,06 (+ 5,75) 11,20
Acido Retinéico

Os embrides lesionados com sobrevivéncia compreendida entre 4 e 22 dias,
com média de 0,03 a 34,52 gramas, mostram um aumento gradativo no peso, a medida
em que ocorre o desenvolvimento. Nos individuos que alcangaram o 22° dia observa-se

um aumento proporcionalmente maior da média de peso corpdreo (tabela VI).

Nestes embrides (grupo Controle II) ndo foram observadas alteragdes na
caracteristica morfoldgica geral aspecto dos membros ¢ em todas as caracteristicas

morfoldgicas especificas.

Em relagdo ao aspecto da vesicula vitelinica, verifica-se que 23 individuos
atingem o tempo de vida igual ou superior a 19 dias. Destes, em 21 embrides, 0 saco

vitelinico manteve-se fora do corpo e, nos 2 restantes, esta estrutura retraiu-se ndo

havendo seu adequado fechamento na regido ventral.

Quanto ao aspecto da area vasculosa € averiguado que em 3 embrides com 7,
8 e 9 dias de sobrevivéncia ocorre uma intensa hemorragia, onde o extravasamento

sanguineo atinge todos os anexos embrionarios.
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Tabela VI - Relagiio da sobrevivéncia e da média de peso dos embrides com lesdo
submetidos a diferentes tratamentos.

ceos e |
N? total de individuos |

A nivel tecidual, embrides lesionados de 5 dias, apresentam a camada
ventricular mais espessa e irregular, sendo composta‘ de 24 extratos de células
neuroepiteliais € vasos sanguineos primitivos. Quando comparada ao grupo Controle I
(figura 6) a camada mesenquimal apresenta vasos sanguineos primitivos em maior
numero, didmetro e quantidade de mondcitos em seu interior (figura 16 A, B e C).
Nestes cortes de mesencéfalo de embrides de 17 dias ndo visualiza-se diferengas na

citoarquitetura quando comparado com o grupo Controle I.
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C

Figura 16: Mesencéfalo de Gallus gallus domesticus com 5 dias de desenvolvimento. Embriiio
apenas lesionado (Controle II). A - Corte transversal em prata, 10 pm, aumento 40X. B e C-
Corte transversal em HE, aumento 400X. Locais dos aumentos de 16B ( x¢) e 16C ( #).
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4.1.2.2. Embrioes Lesionados e Tratados com Oxandrolona

Através da andlise do histograma de frequéncia, observa-se que os 72
embrides desta modalidade de teste sobrevivem apenas de 4 a 7 dias, sendo que a maior
freqiiéncia, 49 individuos, ocorre no 5° dia de desenvolvimento (figura 17). Neste total
de individuos, que representam 18,75% da populagdo estudada, a média de
sobrevivéncia € 5,0 dias (+ 0,67) (tabela V). Quando comparada ao grupo sem lesdo e
tratado com oxandrolona verifica-se que a média de sobrevida foi equivalente, no
entanto, em relagdo ao grupo Controle I (tabela II) e Controle II, o valor médio de

sobrevida foi inferior (tabela V).

Nimero de Embrides.

Dias de Sobrevivéncia.

Figura 17 - Histograma de freqiiéncia da sobrevivéncia de 72 embrides lesionados ¢ tratados com
oxandrolona.
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Em relagédo a variavel peso, os embrides lesionados e tratados com diferentes
concentragdes de oxandrolona com sobrevida de 4 a 7 dias, apontam um valor médio
entre 0,02 e 0,23 gramas (tabela VII). Comparando-se estes valores aos do grupo de
embrides sem lesdo e tratados com oxandrolona observa-se que a média de peso para
cada dia de sobrevivéncia foi equivalente (tabela IV). Porém, a comparagdo destes
valores aos dos embrides do grupo Controle I (tabela III) e do grupo Controle II (tabela
VI) que apresentam um tempo de sobrevida de 6 e 7 dias, mostram que o grupo

lesionado e tratado com oxandrolona possui os valores médios de peso bastante

inferiores.

Tabela VII - Média de peso de 72 embrides lesionados submetidos a diferentes concentragdes de
oxandrolona.

A 1
5 6 0,04
5x10 pg/mi LR AT 4 0,03
‘ s 4 0,04
5x10° pg/ml e 1 0,02
5 7 0,05
, ‘ i e 18 0,08
5x10™ pg/ml 4 4 0,03
o s 14 0,07
6 6 0,09
2 3 0,23
5x10™* pg/ml 4 3 0,05
s 18 0,16
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Neste teste ndo observa-se alteragdes em relagdo aos embrides do grupo
Controle I e Controle II de até 7 dias de sobrevivéncia, nas caracteristicas morfologicas
gerais aspecto da vesicula vitelinica e nivel de desenvolvimento dos membros, assim

como em todas as caracteristica especificas.

Quanto ao aspecto da area vasculosa verifica-se que, como nos embrides que
ndo sofrem lesdo mas recebem tratamento de oxandrolona, a gema também apresenta
uma mudanga em sua coloragdo original tornando-se levemente rosa, devido ao
extravasamento sanguineo em 65 embrides, ou seja, 90,2% dos casos manuseados nesta

modalidade.

Embrides lesionados e tratados com oxandrolona, com média de idade de 5
dias de sobrevivéncia, apresentam o desenvolvimento do mesencéfalo semelhante ao
dos embrides tratados com oxandrolona sem lesdo. Nota-se proliferagdo celular
irregular com descontinuidade de camadas celulares, porém a espessura da camada
ventricular ¢ menor, isto ¢, apresenta aproximadamente 12 extratos de células
neuroepiteliais. O tecido mesenquimal, situado em torno da vesicula mesencefilica,
também apresenta-se bastante desprendido da membrana limitante externa do
neuroepitélio, porém nos vasos sangiliineos primitivos so visualizam-se as células

endoteliais (figura 18 A ¢ B).
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Figura 18: Mesencéfalo de Gallus gallus domesticus com 5 dias de desenvolvimento. Embrido

lesionado e tratado com oxandrolona. A e B - Corte transversal em HE, 10 pm, aumentos 1000X e
400X, respectivamente.
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4.1.2.3. Embrioes Lesionados e Tratados com DMSO

Nos embrides de Gallus gallus domesticus deste teste nota-se que 14
alcangam de 21 a 25 dias de sobrevivéncia (figura 19) ndo atingindo a eclosdo. Em 35
individuos, que representam 9,11% do total de ovos manuseados neste estudo, a média
de sobrevivéncia foi de 16;17 dias (+ 6,11) (tabela V), sendo este valor equivalente ao

registrado para o grupo Controle I (tabela II) e grupo Controle II (tabela V).

Nimero de Embriges.

Dias de Sobrevivéncia.

Figura 19 - Histograma de freqiiéncia da sobrevivéncia de 35 embrides lesionados e tratados com DMSO.

A média de peso dos embrides lesionados e tratados com DMSO, entre 4 a
25 dias de sobrevivéncia, varia entre 0,02 e 43,11 gramas (tabela VI). A maioria destes
valores de peso nas diferentes idades de sobrevivéncia foi maior do que os valores do
grupo Controle I e do grupo tratado com DMSO sem lesdo (tabela III). Contudo,

comparando-se o grupo lesionado e tratado com DMSO ao grupo Controle II (tabela
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VI), observa-se que a média de peso, de acordo com a idade de sobrevivéncia, €

inferior.

Neste teste ndo foram verificadas alteragdes na caracteristica morfologica

geral a nivel de desenvolvimento dos membros e nas caracteristicas morfologicas

especificas.

Em relagdo ao aspecto da vesicula vitelinica verifica-se que dos 17
individuos com tempo de sobrevida igual ou superior a 19 dias, 12 embrides ndo haviam
incorporado o saco vitelinico € nos demais ( 22, 23, 24, 24 e 25 dias) ndo ocorre 0
fechamento da regido ventral. Um embrido considerado como tendo 22 dias de
sobrevivéncia eclode, porém com o pediculo vitelinico exposto € sem conseguir se

manter em pé, sobrevivendo em torno de 10 horas.

Considerando-se a caracteristica aspecto da area vasculosa, verifica-se que 3

embrides com 10 dias de sobrevivéncia apresentam-se pouco vascularizados.

Na analise das laminas permanentes de embrides de 5 dias observa-se que a
camada ventricular ¢ composta de 17 extratos de células neuroepiteliais justapostas. Os
monocitos dos vasos sangiiineos primitivos do tecido meéenquimal apresentam-se em
maior nimero (figura 20) quando comparados aos do grupo Controle I (figura 6) e aos
do grupo sem lesdo e tratados com DMSO. Contudo, este nimero foi bastante inferior

quando comparado ao grupo Controle II (figura 16).
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Figura 20: Mesencéfalo de Gallus gallus domesticus com 5 dias de desenvolvimento. Embrido
lesionado e tratado com DMSQO. Corte transversal em HE, 10 pm, aumento 400X.

Em corte histoldgico de mesencéfalo de embrido com 17 dias, observa-se que
a camada ventricular apresenta 2 a 3 extratos de células neuroepiteliais, ndo havendo

diferengas marcantes em relagdo aos grupos Controles.
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4.1.2.4. Embrides Lesionados e Tratados com Acido Retinéico

Neste experimento, onde o encéfalo do embrido de Gallus gallus domesticus
¢ lesionado e tratado com &cido retindico, a maior freqiiéncia de sobrevivéncia ocorre
no 20° dia, sendo que 9 individuos alcangam entre 21 e 23 dias, sem atingir a eclosdo
(figura 21). De 43 embrides, que representam 11,20% do total acompanhado neste
estudo, a média de sobrevivéncia encontrada ¢ de 15,06 dias (+ 5,75)(tabela V),
equivalente a do grupo sem lesdo e tratado com &cido retindico (tabela II) e com a do

grupo Controle II (tabela V), cujos valores foram 14,34 + 7,00 e¢ 14,47 + 6,65

respectivamente.

Nimero de Embrides.

Dias de Sobrevivéncia.

Figura 21 - Histograma de freqiiéncia da sobrevivéncia de 43 embrides lesionados e tratados com #cido
retinoico.

Na varidvel peso obteve-se valores médios entre 0,02 ¢ 29,26 gramas para
embrides lesionados e tratados com d4cido retindico de 4 a 23 dias (tabela VI).

Comparando-se com os valores obtidos nos grupos Controle I (tabela I11) e Controle 1I
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(tabela VI) verifica-se que a média de peso € equivalente.

Nesta modalidade de teste ndo visualiza-se alteragdes nas caracteristicas
morfoldgicas gerais aspecto da area vasculosa e membros, assim como nas
caracteristicas morfologicas especificas nivel de rotagdo do corpo, flexuras do tubo

neural e desenvolvimento das vesiculas Opticas.

Em relagdo a forma das vesiculas cerebrais verifica-se que num total de 43
embrides, apenas um embrido de 17 dias de sobrevivéncia ndo desenvolve
adequadamente a regido anterior do tubo neural que permanece exposta, caracterizando
uma anencefalia e acrania parcial (figura 22). Em dois embrides também observa-se um

aumento da camada de gordura subepitelial na regido do rombencéfalo.

Figura 22: Embrifio lesionado e tratado com éicido retindico de Gallus gallus domesticus com 17
dias de desenvolvimento. Vista lateral do embrifio em aumento 10X.
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Quanto a caracteristica morfologica aspecto da vesicula vitelinica, nos 17
embrides em que esta condi¢do pode ser avaliada, em 13 individuos o saco vitelinico

ndo se retrai € em 4, a regido ventral ainda esta aberta.

Em cortes histolégicos de embrides com 5 dias, lesionados e tratados com
acido retindico, a parede mesencefdlica € irregular e a camada ventricular ¢ composta
por aproximadamente 14. extratos de células neuroepiteliais (figura 23) e vasos
sanguineos primitivos. Nos vasos sanguineos presentes nas meninges também ha grande

namero de mondcitos igualando-se ao grupo Controle II.

Figura 23: Mesencéfalo de Gallus gallus domesticus com 5 dias de desenvolvimento. Embriio
lesionado e tratado com #cido retindico. Corte transversal em HE, 10 pm, aumento 400X.
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Em embrides de 17 dias, a camada ventricular (CV) apresenta 6 a 8 camadas
de células neuroepiteliais e a camada cinzenta central (CCC) (figura 24) aparentando ter

um numero de neurdnios superior ao apresentado nos grupos Controle I ¢ Controle II .

Figura 24: Mesencéfalo de Gallus gallus domesticus com 17 dias de desenvolvimento. Embridio
lesionado e tratado com dcido retinbico. Corte transversal em prata, 10 pm, aumento 400X.
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4.2. ANALISE ESTATISTICA

A andlise de varidncia multifatorial indicou diferencas significativas (a <
5%) entre as médias de sobrevivéncia dos embrides de Gallus gallus domesticus
g

submetidos aos diferentes testes com os fatores quimicos (tabela VIII).

Tabela VIII - Analise de varidncia multifatorial dos embrides com e sem lesio submetidos a agdo de
diferentes fatores quimicos.

CAUSAS DA VARIACAO GL SQ QM F o
FATORES FISICOS 1 73.58 73.58 3.20 0.07
FATORES QUIMICOS 3 10093.63 3364.54 146.72 0.00
INTERAGCOES 3 53.75 17.91 0.78 0.50
RESIDUOS 376 8621.85 22.93
TOTAL 383 18896.68

A andlise dos desvios multiplos, realizadas pelo método LSD (Least Square
Difference) mostra que a média de sobrevivéncia dos embrides tratados com DMSO ¢ a
mais elevada, seguida dos valores correspondentes ao acido retindico e a oxandrolona,

indicando haver diferengas significativas entre as médias.

No entanto, esta andlise demonstra que ndo ha diferenga entre as médias de
sobrevivéncia dos individuos testados com &cido retindico e as dos embrides que ndo
foram tratatos com substincia quimica. H4 uma tendéncia a significancia (p = 0,07) a

diferenga entre os embrides lesionados e ndo lesionados, ndo havendo evidéncia de

interag@o entre os fatores fisicos e quimicos.



5. DISCUSSAO

Nos processos morfogenéticos sdo envolvidos uma grande diversidade
celular e tecidual no controle da diferenciagdo, tamanho e forma das estruturas
durante a organogénese, mostrando uma complexidade no desenvolvimento

embrionario e subsequente forma adulta.

Durante o desenvolvimento embrionario, a conduta das células € ajustada
por uma variedade de genes que sdo expressos através de eventos regulatorios
mediados por fatores de transcrigdo. Um simples sinal recebido por uma célula pode
resultar em uma mudanga maior na expressdo do gene € em conseqiiéncia, em sua
conduta (Scotting & Rex, 1996). O destino das células ou tecidos ¢ fixado de acordo
com sua posi¢do no sistema em desenvolvimento caracterizando o processo de

formag@do de um padréo ou modelo (Han & Kim, 1996).

De modo geral, podemos considerar que estudos para determinar a
influéncia de fatores quimicos, como etanol, realizado por Heaton & Bradley
(1994), com éacido retindico por Han & Kim (1996), Osumi-Yamashita (1996),
Mallo (1997) e Colon-Teicher et al. (1996) e de fatores fisicos por Minner et al.

(1995) sdo relevantes para o estudo da embriotoxidade e estabelecimento de um
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padrdo de desenvolvimento em cordados.

No presente estudo, sdo realizados experimentos “in vivo” para
determinar a influéncia de fatores fisicos e quimicos em alguns aspectos do
desenvolvimento, ocasionando ou ndo alteragdes no embrido de Gallus gallus
domesticus. O desenvolvimento da caracteristica morfologica geral, nivel de
desenvolvimento dos membros e das caracteristicas morfologicas especificas, nivel
de rotagdo do corpo, flexuras do tubo neural e desenvolvimento das vesiculas
Opticas coincidem com o descrito por Hamburger e Hamilton (1951) e Eyal-Giladi
(1991). Na utilizagdo do fator fisico lesdo e de fatores quimicos como o acido
retindico, oxandrolona e DMSO, ndo verificam-se alteragdes destas estruturas

embrionarias.

O nivel do desenvolvimento dos membros, relacionado ao fator quimico
oxandrolona, ndo foi completamente analisado devido a morte destes embrides no

5% dia ndo sendo possivel acompanhar todo o processo.

Os embrides tratados com DMSO também ndo apresentam alteragdes
visualizadas externamente em relagdo a formag¢do dos ‘membros estando estes
resultados de acordo com o trabalho de Summerbell (1983) que usou este fator
quimico como diluente do é4cido retindico e, inclusive, o usou no grupo controle.
Esta substincia também foi utilizada por Tickle et al.(1982) e Holst et al.(1997),

sempre como diluente ndo trazendo agdo negativa sobre o desenvolvimento das

estruturas visualizadas externamente.



84

Os embrides tratados com dacido retindico ndo mostram alteragdes na
formagdo dos membros e o desenvolvimento destas estruturas em embrides tratados
com 0,1 mg/ml apresentam um padrdo normal , ndo havendo equivaléncia com os
resultados de Chen er al. (1996) que comentam, que a concentragdo mais baixa
capaz de induzir duplicagdo de membros ¢ 3 pg/ml. Como o &cido retindico

utilizado neste estudo foi adquirido comercialmente, cogita-se que o fator pureza do

produto tenha influenciado este resultado.

J4 Summerbell (1983) comenta sobre o efeito antagbnico do &cido
retindico que ocasiona alteragdo do padrdo e, também, efeitos de sobrevivéncia
celular e diferenciagdo, principalmente da cartilagem. Este autor ao usar
concentragdes de 4cido retindico diluido em DMSO de 0,25 a 64,0 mg/ml nos
embrides de galinha do estagio 17 ao estdgio 22 (Hamburger & Hamilton, 1951),
registra efeitos dependentes da dose e estagio de desenvolvimento. Baixas doses
e/ou administragdo em estagios posteriores apresentam tendéncia a originar desde
embrides com membros normais até um ou dois digitos extras na regido anterior.
Médias doses e/ou estagios intermediarios tendem a dar dojs a trés digitos extras na
regido anterior e posterior. Altas doses e/ou aplicagdo em estagios iniciais
ocasionam redugdo ou falta de elementos do esqueleto. Como no presente trabalho
sdo usadas doses ainda menores (0,1 mg/ml) e com embrides no estagio 19

presume-se que seja este outro fator responsavel pela auséncia de alteragdes

estruturais nos membros.

No presente estudo a interferéncia no desenvolvimento através da agdo
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de fatores fisico e quimicos ocorre no terceiro dia, ndo sendo possivel, portanto,
observar alteragdes nas flexuras do tubo neural e nivel de rotagdo do corpo por estas
ja estarem completas nesta idade. Mesmo nos individuos que apresentam alteragdes
na area vasculosa, quando tratados com oxandrolona e DMSO, que poderiam
conduzir a um aporte insuficiente de oxigénio, mostram as estruturas acima
relatadas, com padrdo normal. Minner et al. (1995), ao remover o tubo cardiaco em
embrides de Gallus gallus domesticus no estadio 12+ (Hamburger & Hamilton,
1951), verificou falhas na rotagdo axial, formagdo da flexura cefélica e estruturas
cranio-cervicais. O autor analisa que este resultado foi provocado por fatores
diretamente relacionados a hipdxia, ou seja, dependentes de um suprimento
suficiente de oxigénio para a regido cranial e cervical levando a alteragdo das

caracteristicas morfologicas acima citadas. Em nossos experimentos o fator fisico ¢

testado no estadio 19, onde estas estruturas ja iniciaram o desenvolvimento.

A avaliagdo da variavel dias de sobrevivéncia nos permite considerar
que entre os embrides que ndo recebem tratamento de qualquer fator quimico, o
grupo que nao sofre lesdo mostra uma média de sobrevivénfsia maior do que o grupo
onde ha interferéncia da lesdo. Nos embrides tratados com acido retindico observa-
se que no grupo que sofre lesdo a média de sobrevivéncia também ¢é maior do que
naquele em que ndo ha lesdo. Os embrides ndo lesionados e tratados com DMSO
apresentam maior média de sobrevivéncia do que o grupo lesionado, sendo que o
grupo tratado com este fator quimico apresenta a maior média geral de

sobrevivéncia. Entretanto, neste grupo, alguns individuos ultrapassam o padrdo
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normal de desenvolvimento descrito por Hamburger ¢ Hamilton (1951), havendo
um aumento no valor médio de sobrevivéncia, sem chegar contudo ao término da

eclosao.

O tratamento com oxandrolona aponta valores médios muito baixos de
sobrevivéncia, tanto nos embrides intactos quanto nos lesionados, sugerindo que
este fator quimico ocasiona grande embriotoxicidade, mesmo quando aplicado em
doses infimas. De acordo com a USP DI (1991), oxandrolona ¢ um esterdide
anabdlico sendo um derivado sintético da testosterona, com redugdo de suas
propriedades androgénicas e retengdo de suas propriedades anabdlicas. Como a
diminuigdo dos efeitos anabdlicos e androgénicos do oxandrolona nédo é completa,
pode haver, semelhanga de seus efeitos aos dos androgenos. Segundo Nishigori &
Iwatsuru (1981), gonadas de embrides de galinha de 7 a 10 dias de desenvolvimento
sdo capazes de sintetizar hormonios esterdides sugerindo que, apenas nesta idade, as
células do figado sdo capazes de responder a este hormonio. Porém, neste trabalho,
a aplicagdo deste fator quimico ocorreu ﬁo 3% dia, idade muito anterior a
considerada adequada para agdo desta droga, levando a incompatibilidade com

oxandrolona.

J4 na variavel peso observa-se que a maioria dos embrides intactos que
recebem algum tipo de tratamento quimico mostram uma média de peso inferior a
apresentada pelo grupo Controle I. Da mesma forma, a maioria dos embrides
lesionados que recebem algum tipo de tratamento quimico apresentam um valor

médio de peso inferior ao grupo Controle II. Contudo observa-se que a maioria dos
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embrides lesionados, mesmo recebendo tratamento quimico, apresenta um valor
médio de peso maior do que o grupo de embrides intactos que recebem ou ndo
tratamento. A lesdo parece determinar uma auto-regulagdo no desenvolvimento
embriondrio. Isto vem de encontro as conclusdes de Yakovlev & Faden (1995), de
que a les@o isquémica ou traumatica do SNC inicia mudangas bioquimicas reativas,

onde algumas sdo autodestrutivas e outras sdo neuroprotetoras.

Entre as estruturas que apresentaram desenvolvimento embrionario ndo
condizente com a idade temos a vesicula vitelinica. Somente em 4 individuos
houve desenvolvimento adequado trazendo como conseqiiéncia a eclosdo. Este
resultado mostra que a simples abertura da casca do ovo, independente de ter sido
praticado lesdo ou de ter havido intervengdo de algum fator quimico, ocasiona
interferéncia no desenvolvimento embrionario normal levando a um processo mais
demorado. Entretanto, deve-se considerar também alteragdes no ambiente de
incubagdo como modificagdes de temperatura € umidade do ar que podem influir no

desenvolvimento.

Na caracteristica aspecto da area vasculosa averigua-se grande alteragéo
na circulagdo intra-embriondria e extra-embrionaria nos embrides tratados com
oxandrolona, levando a suposi¢do de que € este o motivo que determina o valor

médio de 5 dias de sobrevivéncia.

Em alguns embrides intactos e tratados com DMSO, lesionados e
tratados com DMSO e nos embrides apenas lesionados também verifica-se

alteragdes na area vasculosa mas o nimero de individuos com esta alteragdo ¢
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pequeno, ndo sendo sigﬂiﬁcativo. Esta alteragdo apenas ndo ¢ observada nos
embrides tratados com dacido retindico pois estes apresentam a area vasculosa
normal. Este fato vem de encontro as conclusdes de Botling et al. (1996) que
comentam sobre a fungdo reguladora do acido retindico na diferenciagdo

hematopoiética e do seu grande potencial terapéutico em tumores hematopoiéticos.

O desenvolvimento das vesiculas cerebrais aponta um padrdo normal na
maioria dos embrides analisados em todas as modalidades de testes. Entretanto, em
apenas dois individuos, sendo um intacto tratado com DMSO e um lesionado e
tratado com 4cido retindico, visualiza-se uma anencefalia e acrania parcial, defeito
ocasionado pelo fechamento incompleto da parte cefilica do tubo neural. O
fechamento incompleto da parte ceféalica do tubo neural pode ter sido provocado por
desordens da migragdo neuronal que, segundo Conn (1995), podem ser causadas por
danos isquémicos, toxicos ou metabdlicos durante o periodo perinatal. O pequeno
numero de alteragdes no desenvolvimento das vesiculas cerebrais, mesmo havendo
uma tendéncia continua em dire¢do ao desenvolvimento regulativo, aponta para

erros inerentes ao desenvolvimento.

De acordo com Osumi-Yamashita (1996), em embrides vertebrados
provavelmente o 4cido retindico ¢ uma molécula morfogenética sinalizante que
organiza principalmente o padrdo corporal ao longo do eixo antero-posterior. A
manuten¢do de niveis normais desta substancia € crucial para o desenvolvimento
embrionario normal. O 4cido retindico exdgeno causa varios tipos de malformagdes

em estruturas craniofaciais sendo importantes 0 modo de administragdo, a dose e o
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estagio de desenvolvimento.

Este autor ainda refere que, em mamiferos, tanto o excesso de 4acido
retindico quanto a deficiéncia de vitamina A causam anormalidades no
desenvolvimento de estruturas craniofaciais sendo a migra¢do das células da crista
neural importantes na morfogénese da cabega. Este estudo mostra apenas um caso
de acrania parcial e microcefalia associado ao uso do acido retindico que pode
também ser ocasionado por erros inerentes ao desenvolvimento. Provavelmente, ndo
encontra-se numero maior de malformagdes de estruturas criniofaciais devido a
concentra¢do administrada de 4cido retindico ndo ser suficiente para alterar este
nivel de organizag¢@o do padrdo corporal ao longo do eixo antero-posterior. Porém,
em quatro individuos tratados com dacido retindico verifica-se um aumento da
camada de gordura subepitelial na regido do rombencéfalo. Mallo (1997) também
refere a importancia do acido retindico no desenvolvimento embriondrio normal e
seu poder teratogénico dependente da época de desenvolvimento. De acordo com
este autor este fator quimico inibe a formagdo e/ou migra¢do das células da crista
neural que ddo origem a neurdnios, glia, derme, cartilagem‘e tecido conectivo o que
indica que pode haver alteragdes na formagdo da camada de gordura subepitelial
devido a alteragdo da migragdo de células mesenquimais na regido dorsal e

posterior da cabega.

De acordo com Han & Kim (1996) o acido retindico altera a expressdo
do gene receptor do Fator de Crescimento Epidermal (EGFR) que ¢ um fator

mitogénico para muitos tecidos embriondrios, principalmente para os que
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participam na interagdo epitélio-mesénquima. A concentragdo deste fator quimico,
que causa modificagdes no EGFR, pode ser insuficiente para causar alteragdes na
formagdo dos membros e estruturas cranio-faciais, mas pode ser responsavel pela

formagdo da camada de gordura subepitelial na regido da cabega.

Segundo Colon-Teicher et al. (1996) os efeitos do acido retindico sdo
mediados pela transdugdo de sinais dos receptores do acido retindico (RARs) e
receptores X retindico (RXRs) e seu efeito teratogénico envolve inadequada
ativagdo e/ou inativagdo de genes alvo em tempos especificos durante o
desenvolvimento embrionario resultando em disturbio do controle homeostatico do
seu nivel. Este autor ainda cita que, em embrides de galinha, o excesso de acido
retindico aumenta os niveis do RARPB mas o aumento dos niveis da isoforma
RARPB2 mRNA ndo é suficiente para causar teratogénese. A dismorfogénese
somente ocorre quando RARPB2 mRNA e &cido retindico livre permanecem
elevados por 6-9 horas depois do tratamento e, desse modo, aumentam os niveis da

proteina RARPB2.

A morfogénese do sistema nervoso central “in vivo” relacionada a
processos de lesdo neural sdo melhor analisados quando acoplados a outros métodos
de estudo como a avaliagdo histologica. Nesta visdo a técnica da prata e da
hematoxilina-eosina sdo métodos simples, porém fteis na verificagdo de alteragdes
do desenvolvimento, pois através delas estas mudangas também podem ser

examinadas numa lesdo cerebral experimental.

A nivel da histogénese do mesencéfalo, a parede € inicialmente



91

organizada em varios extratos celulares constituindo a camada ventricular e a
camada do manto onde, nesta ultima, visualiza-se os primeiros neuroblastos. No
decorrer do desenvolvimento ha um aumento no numero de camadas celulares, com

conseqiiente reducdo do tamanho da luz da vesicula.

O padrdo de histogénese pode ser considerado normal nos embrides
intactos, nos intactos e tratados com DMSO e nos intactos e tratados com dacido
retindico. Contudo, o padrdo normal ndo foi encontrado nos embrides intactos e

tratados com oxandrolona e em todos os embrides lesionados.

A organizagdo das camadas celulares dos embrides de 5 dias ¢
semelhante em todos os testes, onde encontra-se a camada ventricular mais proxima
da luz do tubo neural e externamente a esta, a fina camada do manto. J4 a espessura
destas camadas ndo ¢ uniforme pois a camada ventricular apresenta-se mais espessa
nos embrides intactos e tratados com oxandrolona, embrides intactos e tratados com
DMSO e nos embrides lesionados e ndo tratados. Em contrapartida, a camada do
manto mostra-se mais espessa € com maior nimero de neuroblastos nos embrides
intactos e tratados com DMSO e em todos os embrides lesionados. Baseado nestes
resultados pode-se considerar que o fator quimico DMSO e a lesdo interferem nos
sinais troficos essenciais do micro ambiente para a sobrevivéncia e diferencia¢do

dos neuroblastos.

Rahman et al. (1994), referem-se a expressdo dos receptores de
neurotrofinas em embrides de galinha do 3* ao 5° dia, as quais fornecem sinais para

sobrevivéncia de neuroblastos através da supressdo de um intrinseco programa de
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suicidio celular. Principalmente a neurotrofina NGF exerce efeitos promotores de
sobrevivéncia no periodo de proliferagdo de neuroblastos. Numa lesdo traumatica de
SNC adulto de mamiferos, de acordo com Rudge et al. (1995), ocorre aumento de
fatores neurotrdficos, situagdo que também pode ter ocorrido na lesdo cerebral
embrionaria de Gallus gallus domesticus. Desse modo, como houve aumento na
proliferagdo de células neuroepiteliais ¢ de neuroblastos pode-se inferir que a
substancia quimica DMSO e a lesdo aumentam a expressdo de neurotrofinas

ocasionando a proliferacdo de neuroblastos.

Vasos sangiiineos primitivos estdo presentes no 5° dia do
desenvolvimento na camada ventricular dos embriGes intactos e tratados com
DMSO, embrides apenas lesionados € embrides lesionados e tratados com acido
retindico. Fujimoto et al. (1987), estudando a histogénese do hemisfério cerebral de
galinha encontraram vasos sangiiineos primitivos na camada do manto € ndo na
camada ventricular em embrides de 6 dias. Cuadros ef al. (1994) encontraram o
parénquima nervoso pobremente vascularizado em embrides de codorna de 6 a 7
dias, idade correspondente a 9 dias de desenvolvimento no embrido de galinha. Os
estudos destes autores demonstram ser este o padrdo normal, o que confirma os
resultados encontrados no grupo Controle I deste trabalho. Os resultados referentes
aos grupos acima citados mostram que a presenga de mesénquima na camada
ventricular pode ser considerado um erro no desenvolvimento. Estes fatores
quimicos e a lesdo também podem determinar uma aceleragdo no desenvolvimento

neuroepitelial pelo fato de haver maior irrigagdo sangiiinea na drea bem como o
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aumento do nimero de neuroblastos.

Neste estudo, o tecido mesenquimal apresenta diferentes organizagdes
que foram dependentes dos testes realizados. Nos embrides tratados com
oxandrolona, tanto nos intactos quanto nos lesionados, visualiza-se que a camada
mesenquimal esta afastada da membrana limitante externa. Observa-se, ainda, que o
mesénquima apresenta nimero inferior de células sangiiineas como também de

células angiogénicas.

J4& o grupo apenas lesionado apresenta o maior nimero de vasos
sangiiineos primitivos e de mondcitos dentro de todas as modalidades de testes.
Pode-se dizer que este fato ocorre em conseqiiéncia da lesdo pois os embrides
lesionados e tratados também apresentam este aumento em relagdo aos embrides

intactos e tratados com o mesmo fator quimico.

Os estudos de Montero-Menei et al. (1996) efetuados em ratos adultos
demonstraram que a rea¢do celular induzida por lesdo ou inflamagdo do cérebro
determina um precoce e intenso recrutamento de mondcitos derivados do sangue
para o parénquima cerebral. Juntamente com os mondcitos de origem periférica, a
microglia parenquimal também participa, embora em menor extensdo, na reagao

inflamatoria.

O aspecto estrutural do mesencéfalo dos embrides de 11 e 17 dias
obedecem o mesmo padrdo em todos as modalidades de testes pois apresentam

forma semelhante, de acordo com a idade e com mesmo nimero de camadas. Com
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11 e 17 dias gradualmente diminui o niimero de células neuroepiteliais na camada
ventricular e as demais camadas aumentam de espessura. Neste estudo, a camada
ventricular dos embrides de 17 dias, tratados com acido retindico, intactos e
lesionados, apresentam 6 a 8 camadas de células neuroepiteliais, nimero duas vezes

maior do que a camada ventricular dos embrides Controle I ¢ Controle II.

O processo onde a camada ventricular gradualmente diminui de
espessura durante o desenvolvimento ¢ descrito por Fujimoto et al. (1987) que a
analisou nos hemisférios cerebrais de Gallus gallus domesticus. Este autor observa
que embrides de 15 dias apresentam 3 a 4 extratos e embrides de 19 dias, 2 a 3
extratos de células neuroepiteliais indiferenciadas, nimero correspondente ao
visualizado na maioria dos testes deste trabalho. Os embrides tratados com &cido
retindico apresentam aumento no nimero de extratos da camada ventricular e
diminui¢do da espessura do restante das camadas. Este aumento da camada
ventricular mostra que ha uma diferenciagdo mais lenta das células neuroepiteliais
sugerindo que este fator quimico ministrado em uma tnica dose ocasiona um atraso

no desenvolvimento em estagio posterior.

Este atraso no desenvolvimento seria ocasionado pelo retardamento da
diferenciagdo das células neuroepiteliais desta camada germinativa trazendo como
consequéncia um aumento da camada ventricular com ntmero de extratos
correspondentes a idade anterior. Simultaneamente, como ha atraso na

diferenciagdo, as camadas restantes também estdo menos espessas.

As camadas mesencefédlicas observadas no presente estudo sdo as
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mesmas referidas por Cuadros ef al. (1994) no tecto Optico da codorna. Este autor
ainda refere que o padrdo das camadas no final do desenvolvimento pré-natal € no
recém-nascido ¢ o mesmo observado em individuos adultos. Assim, como estas
camadas aumentam sua espessura, ocorre também um aumento no nimero de
células e, principalmente nos embrides de 17 dias ha um incremento de células sob
a membrana limitante externa, na camada 6ptica. Esta proliferagdo de células na
camada superficial pode ser explicado pelos resultados de Linser & Perkins (1987)
que através de andlise imunohistoquimica, utilizando marcador GS/GFA de
astroglia fibrosa e MBP como marcador secundario da oligodendréglia,
encontraram axoOnios mielinizados e astroglia fibrosa a partir do dia 16 do

desenvolvimento na camada Optica, havendo aumento com a maturagio.

Na histogénese cerebral; segundo Ross (1996), a morte celular
programada garante adequada competi¢do entre conec¢des neuronais e interagdes
entre neurdnios e glia. A sobrevivéncia neuronal depende de sinais das conecg¢des
alvo, conecgdes sindpticas aferentes, hormonios e fatores gliais, enquanto a
oligodendroglia requer fatores de crescimento de astrécitos € neurdnios. A morte

por apoptose de neurdnios e glia ¢ uma consequéncia normal da organogénese, mas

pode também ocorrer por lesdo ou neurodegeneragio, através de mutagdo genética.

Nos estudos de Fukuda et al. (1996) a respeito da vulnerabilidade das
células de Purkinje numa lesdo cerebral traumatica moderada em ratos, encontramos
referéncias sobre a ativagdo glial em regides do sistema nervoso distantes do local

do trauma. Apos a lesdo a morfologia da microglia € alterada mostrando corpo
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celular maior e poucas ramificagdes sendo estas, porém, mais espessas. O
desenvolvimento de microglia ativada pode ocorrer em resposta a degeneragdo de
neur6nios danificados. Através de estudos de lesdo na medula de ratos adultos,
Shuman et al. (1997) também se reportam a heterogeneidade morfologica e
funcional da microglia em diferentes tipos de lesdo que ocorrem em diferentes
distancias do local da lesdo. No local da lesdo a maior parte da morte celular é via
necrose € o papel da microglia pode ser a remogdo dos restos celulares através da
microglia fagocitica e macrdéfagos. Em locais distantes da lesdo visualizou-se a
microglia ativada em contato com células apoptéticas sugerindo atividade

citotoxica.

Juntamente com microglia reativa e macrofagos, de acordo com Breese
et al. (1996), uma lesdo no sistema nervoso central de ratos adultos também
determina uma reatividade astroglial sugerindo uma tentativa destas células de
promover o restabelecimento do sistema através de fatores neurotroficos que sio
substratos para o crescimento de neurdnios. Simultaneamente, Balasingam et al.
(1996) também observam correlagdo entre a presenga de microglia reativa e
macrofagos com a ocorréncia de astrogliose em ratos recém-nascidos e sugere que
apos lesdo cerebral ocorre evolugdo das células em astrdcitos reativos.

Rudge et al. (1995), também reportaram-se a lesdo traumatica de SNC
adulto de mamiferos quevconduz a uma gliose em que astrécitos reativos sdo

capazes de expressar varios fatores neurotréficos incluindo o fator neurotréfico

ciliar (CNTF), o fator neurotrofico fibroblastico (FGF) e o fator neurotrofico do



97

nervo (NGF). Como, de acordo com Rahman et al. (1994), em embrides de galinha
no inicio do desenvolvimento ja ocorre expressdo de neurotrofinas, podemos sugerir
que estes fatores também sdo encontrados em maior concentragdo apos lesdo
cerebral embrionaria conduzindo a um mecanismo de prote¢do que impede a morte

celular.

Mehler &  Kessler  (1997)  concluiram  que  citoquinas
hematolinfopoiéticas e inflamatorias sdo envolvidas em sucessivos estagios do
desenvolvimento do sistema nervoso central le periférico. Estas citoquinas estdo
envolvidas em muitos estagios da neurogénese incluindo formagéo do tubo neural,
regionalizagdo éntero;posterior, especificagdo do fendtipo neuronal e glial,

expressdo de neurotransmissores e receptores e formagdo de sinapses.

O desenvolvimento dos vertebrados é um sistema altamente regulado,
porém a atuagdo de fatores fisicos e quimicos em cada ponto de decisdo durante a

morfogénese e organogénese podem levar a alteragdes celulares e estruturais.



6. CONSIDERACOES FINAIS

A intervengdo experimental no desenvolvimento embrionario de Gallus
gallus domesticus de 3 dias, ndo ocasiona alteragdes em caracteristicas morfologicas
especificas, como o nivel de rotagdo do corpo e as flexuras do tubo neural, por
estarem estas ja definidas com esta idade.

A maioria dos embrides lesionados, incluindo os que receberam
tratamento, apresentam valor médio de peso maior do que o grupo de embrides
intactos que recebem ou ndo tratamento.

A substincia quimica oxandrolona, quando aplicada no 3° dia de
desenvolvimento, ocasiona embriotoxidade em embrides de Gallus gallus
domesticus. Esta substancia ocasiona valores médios de sobrevivéncia muito baixos,
alteragdes na circulagdo intra-embriondria e extra-embriondria, bem como, na
camada mesenquimal do sistema nervoso, que se apresent\a afastada da membrana
limitante externa com nimero inferior de células sangiiineas e¢ angiogénicas.

Os embrides tratados com DMSO apresentam as caracteristicas
morfologicas de acordo com o padrdo normal, com a maior média geral de
sobrevivéncia registrada, contudo ndo concluem o processo da eclosdo. Esta

substancia ocasiona, nas fases iniciais do desenvolvimento, uma interferéncia nos

sinais tr6ficos do micro ambiente, importante a sobrevivéncia e diferencia¢do dos
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neuroblastos, células em intensa atividade proliferativa na camada do manto.

A concentragdo de 0,1 mg/ml de acido retindico pode ter sido
insuficiente para causar alteragdes na formagdo dos membros e estruturas cranio-
faciais, porém foi responsavel pela formagdo de uma camada de gordura
subepitelial bastante evidente, na regido da cabega. O pequeno nimero de mal-
formagdes registradas nesta condigdo aponta para erros inerentes ao
desenvolvimento, indicando uma tendéncia continua em diregdo ao
desenvolvimento regulativo.

A administragdo de acido retindico em dose Unica na fase inicial,
ocasiona em estagio posterior, atrasos no desenvolvimento, atribuido ao
retardamento da diferenciagdo das células neuroepiteliais da camada germinativa
com conseqiiente aumento na espessura da camada ventricular e diminuigdo nas
demais camadas.

A lesdo no encéfalo do embrido parece interferir no desenvolvimento
embriondrio através de mecanismos neuroprotetores € autodestrutivos. Assim, ao
mesmo tempo em que demonstram uma menor média de sobrevivéncia, os embrides
lesionados apresentam uma maior média de peso, maior espessura nas camadas
ventricular e do manto, com numero elevado de neuroblastos.

No estudo dos embrides de Gallus gallus domesticus ¢ necessario
considerar o simples manuseio do ovo, o procedimento de abertura da casca, as
alteragdes no ambiente de incubagdo (temperatura e umidade do ar) como situagdes

que podem interferir no desenvolvimento embrionario normal, levando a uma
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acelerag@o e/ou retardamento dos processos.
Este estudo enriquece os experimentos realizados com vertebrados em
geral e contribui para o estudo dos processos relacionados ao desenvolvimento do

Sistema Nervoso Central em Gallus gallus domesticus.
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