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RESUMO

Neste estudo foram investigados os efeitos da exposigdo ao metilmercurio
administrado in ovo de Gallus domesticus no E5, sobre parametros comportamentais,
morfoldgicos e bioquimicos do sistema nervoso central. Foram utilizados embrides,
divididos igualmente em dois grupos experimentais, grupo tratado com metilmercurio (0,1
pg diluidos em 0,05 ml de solugéo salina) e grupo controle. Os embrides e pintos foram
acompanhados em ambiente experimental desde o E5 até DPN5. Foi analisada a
sobrevivéncia dos embribes e pintos, bem como os erros de desenvolvimento dos
neonatos. Desde a eclosdo ao DPN5 foram registrados o ganho de peso, o repertério
comportamental, além da realizagdo de testes comportamentais em campo aberto e no
labirinto em “T” no DPN1 e DPN5. O mesencéfalo e o cerebelo dos pintos foram
estudados através de técnicas de microscopia de luz, para a descrigdo da morfologia, da
deposicdo do metilmercurio e da morfometria da camada de Purkinje. O grupo tratado
com metilmercurio apresentou menor peso em todos os dias de observacao, no repertério
comportamental se evidenciou menor freqiiéncia dos movimentos exploratérios e maior
freqUéncia da inatividade e movimentos andmalos. Os testes realizados no campo aberto
mostraram que os pintos expostos ao metilmercurio apresentaram menor atividade
exploratéria. Em relagdo ao comportamento de alternancia espontanea realizada no
labirinto em T, percebeu-se que o grupo tratado apresentou maior tempo de laténcia e um
menor numero de pintos realizou a tarefa. A analise histologica revelou alteragdes na
morfologia dos neurdnios do tegmento no mesencéfalo, nas regides cortical e medular do
cerebelo, onde também se observou a deposicdo do metal. A analise bioquimica revelou
o aumento significativo nos niveis de glutationa no encéfalo e cerebelo dos pintos do
grupo tratado com metilmercurio, bem como na atividade das enzimas glutationa
redutase em ambas as estruturas e glutationa peroxidase no encéfalo. Nossos resultados
mostraram que Gallus domesticus, sdo suscetiveis a exposicao in ovo ao metilmercurio, o
qual é capaz de alterar o desenvolvimento normal, interferindo na organizacéao
morfoldgical/estrutural e bioquimica do mesencéfalo e cerebelo, bem como no

comportamento normal da espécie.

Palavras-chave: Metilmercurio, Gallus domesticus, cerebelo, mesencéfalo,

comportamento, morfologia, glutationa.
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ABSTRACT

In this study the effects of the exposition to the methylmercury administered in egg
of Gallus domesticus in the E5, on behavioral, morphological and biochemical parameters
of the central nervous system were investigated. Embryos were divided equally in two
experimental groups, the methylmercury treated group (0, 1 pg diluted in 0, 05 ml of saline
solution) and the control group. The embryos and young chickens were monitorated in
experimental environment since the E5 until DPN5. The embryos and young chickens
survival was analyzed, as well as the developmental disorders of the neonates. Since the
hatched until DPN5 were registered the weight gain, the behavioral repertoire, beyond the
accomplishment of behaviors tests in open field and in T- maze in DPN1 and DPN5. The
mesencephalon and the cerebellum of the young chickens were studied with light
microscopy techniques, for the description of the morphology, methylmercury deposition
and the Purkinje layer morphometry. The methylmercury treated group presented minor
weight in every observation days. The behavioral repertoire revealed minor frequency of
the exploratory movements and greater frequency of the inactivity and anomalous
movements. The tests in open field showed that the young chickens exposed to the
methylmercury presented minor exploratory activity. Regarding the behavior in
spontaneous alternation in T-maze it was observed that the treated group presented
greater time latency and a minor number of young chickens performed the task. The
histological analysis showed alterations in the morphology of the neurons in
mesencephalon tegmento, in the cortical and medullar cerebellum regions, which also the
metal deposition was observed. The biochemistry analysis disclosed to the significant
increase in the levels of glutathione in encephalon and cerebellum of the young chickens
of the methylmercury treated group, as well as in the activity of enzymes glutathione
reductase in both the structures and glutathione peroxidase in encephalon. Our results
showed that Gallus domesticus are susceptible to the in egg exposition to methylmercury,
which is capable to modify the normal development, intervening in the
morphological/structural organization and biochemistry of mesencephalon and

cerebellum, as well as in the normal behavior of the species.

Keywords: Methylmercury, Gallus domesticus, cerebellum, mesencephalon, behavior,

morphology, glutathione.



1. INTRODUGAO

A presenca na natureza de substancias toxicas como o mercurio € uma
das questbes contemporaneas que merece atengao, devido os graves prejuizos

causados aos organismos vivos e ao meio ambiente (GOCHFELD, 2003).

O mercurio é encontrado no meio ambiente na forma elementar (Hg®), ou
A e 1+ 2+ . ’ . . A s ’ . A s
ibnica como Hg'~ ou Hg”", de sais de mercurio inorganico e de mercurio organico
(LIN & PEHKONEN, 1999). A principal fonte natural deste metal é a
desgaseificacdo da crosta terrestre, e, como fonte antropogénica, destacam-se
entre outras, as queimadas, vacinas, alguns tipos de termbémetros e tintas,
producdo de ouro, queima de combustiveis fésseis, incineragcdo de residuos
urbanos e hospitalares, equipamentos elétricos e eletrénicos, pesticidas e

fungicidas (CLARKSON, 1997; BISINOTI & JARDIM, 2004).

O metabolismo e a toxicidade do mercurio sdo basicamente dependentes
da sua forma quimica. As inorganicas séo liberadas no meio ambiente, podendo

ser biotransformadas em metilmercurio (CHsHg), através das algas e bactérias,



apresentando capacidade de bioacumulagdo na cadeia alimentar aquatica, razao

de preocupacao da emissdo do mercurio no ambiente (CLARKSON et al., 2003).

A principal forma de exposigdo humana ao metilmercurio (MeHg) é através
da dieta alimentar, principalmente pelo consumo de peixes, frutos do mar e
derivados. Apesar de nao apresentar funcao estrutural e nutricional, esse metal
pesado é absorvido rapidamente pelo trato gastrointestinal e ao atingir a corrente
sanguinea é distribuido, em cerca de 30 horas, a todos os tecidos. No organismo,
o metilmercurio forma um complexo molecular intracelular, devido a afinidade com
o composto sulfidrila (SH) presente principalmente no aminoacido cisteina.
Apresenta meia-vida de 70-80 dias, sendo metabolizado em mercurio inorganico e
sua eliminagao ocorre principalmente através do trato urinario e digestorio e ainda
via leite materno (CLARKSON, 2002; BISINOTI & JARDIM, 2004). Cerca de 5%
do metilmercurio que nao foi eliminado é acumulado na corrente sanguinea, 10%
estdo distribuidos no sistema nervoso (CLARKSON, 2002), podendo acumular-se
também em outros érgdos como rins e figado (BAATRUP & DANSCHER, 1987).
De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (WHO, 1990), em estudos
populacionais, um dos indicadores da exposigdo crénica do acumulo do
metilmercurio é através da andlise de cabelos e unhas.

O acumulo do metiimercurio no sistema nervoso promove danos
neurolégicos tanto em humanos quanto em animais (CLARKSON et al., 2003).
Estudos evidenciam a neurotoxidade deste metal através de alteragdes celulares
e teciduais (WAKABAYASHI, et al., 1995; SAKAMOTO, et al., 2002; BERTOSSI
et al., 2004), do estresse oxidativo (Ou et al.,, 1999; GARG & CHANG, 2005), do
desequilibrio da homeostasia do calcio intracelular (ASCHNER, 1998; SIROIS &

ATCHISON, 2000; EDWARDS et al., 2005), da alteragdo da homeostasia do



glutamato (ASCHNER, et al., 2000; DANBOLT, 2001; FARINA et al., 2003a, b),
bem como de mudangas comportamentais em animais (KIM, et al., 2000; DORE,
et al., 2001; GOULET, et al., 2003) e em humanos (GRANDJEAN, et al., 1997,
DAVIDSON, et al., 2004).

Estudos in vitro tém mostrado que a glutationa endégena (GSH), principal
composto sulfidrila intracelular, & responsavel pela protecdo dos efeitos
neurotéxicos do metilmercurio (SHANKER et al., 2004). FARINA e colaboradores
(2005a) em estudo com camundongos apos exposi¢cao oral ao metilmercurio,
observaram alteracbes das atividades das enzimas glutationa redutase (GR) e
glutationa peroxidase (GPx), envolvidas no metabolismo da GSH, no cortex
cerebral e cerebelar.

O sistema nervoso é sensivel ao metilmercurio, principalmente durante o
periodo pré-natal e pds-natal inicial, devido a aceleragao na sintese de RNA, DNA
e mielina (GOTLIEBB et al., 1977; CHANG, 1977) e intensa gliogénese, sendo os
astrocitos o tipo celular que mais acumula metilmercurio (ASCHNER, 1996; 1998;
2000). No estudo de BERTOSSI e colaboradores (2004) com embrides de galinha
doméstica, a exposicdo ao metilmercurio acarretou a auséncia perivascular de
astrécitos, levando a um atraso na maturacdo dos microvasos cerebelares,
comprometendo assim a barreira hematoencefalica.

A severidade dos danos envolvidos na neurotoxicidade do metilmercurio
esta relacionada a varias condigbes como o tempo de exposi¢cdo, a dosagem
empregada, a espécie animal e o periodo de exposi¢cado (pré e/ou pos-natal)
(WAKABAYASHI, et al., 1995; KAKITA et al., 2000a,b; DORE et al, 2001;

BERTOSSI et al., 2004).



Em estudos de lesdes decorrentes da acdo do metilmercurio no SNC em
ratos neonatos, jovens e adultos, WAKABAYASHI e colaboradores (1995),
observaram lesbes com diferentes padrées e em diferentes regides, como no
cortex cerebral, hipocampo, cerebelo, nucleo vermelho e medula espinal.

Neuropatologias relacionadas a exposicdo ao metilmercurio, tém sido descritas

em humanos (WHO, 1990; GRANDJEAN, et al., 1997; CHANG & GUO, 1998;

GUALLAR et al., 2002; DAVIDSON et al., 2004; AUGER, et al., 2005) e em
animais de laboratérios (SAKAMOTO et al., 1993; SCHIONNING & DANSCHER,
1999; KIM et al., 2000; DORE et al., 2001; DIETRICH et al., 2005).

Os danos neurocomportamentais provocados pela exposicdo de animais
ao metilmercurio, geralmente sado verificados submetendo-os as tarefas para
avaliacdo da atividade locomotora, coordenacdo motora, comportamento
exploratério, aprendizagem e memodria, (KIM et al., 2000; DORE et al., 2001;
SAKAMOTO et al., 2002; DIETRICH, et al., 2005; STRINGARI, et al., 2006;
FRANCO et al, 2006 a, b). Esses estudos revelaram que o comportamento
realizado pelos animais depende, além das condigbes relacionadas a
neurotoxicidade, do tipo de tarefa comportamental estudada e da idade do animal
quando submetido ao estudo comportamental.

De acordo com KIM e colaboradores (2000), a analise do comportamento
pode ser realizada através de dois ambientes diferentes: um ambiente familiar, a
caixa-ninho, que permite a expressdo do comportamento espontdneo em
ambiente natural, e, um ambiente ndo familiar, 0 campo aberto, onde a expressao
do comportamento ocorre num ambiente novo, que reflete na exploracdo do
ambiente e nas emocdes relacionadas principalmente ao medo e estresse. O

teste de campo aberto vem sendo aplicado em varios modelos animais, como em



codornas (JONES et al., 1991), macacos (FERGUNSON & BOWMAN, 1990),
ratos (RODRIGUES et al., 1996) e camundongos (MANTOVANI et al., 1999;
FRANCO et al., 2006 a, b).

O alternar espontaneo em labirinto em “T” tem sido utilizado para avaliar a
aprendizagem e memoria espacial e de acordo com DORE e colaboradores
(2001), camundongos expostos ao metilmercurio durante o periodo pré-natal
necessitaram de mais tempo para alternar o braco no labirinto em “T” do que os
animais do grupo controle, mostrando prejuizo na memoéria e na aprendizagem
espacial destes animais.

Os estudos referentes ao metilmercurio em sua grande maioria s&o
relacionados com a sua ingestéo, principalmente em fémeas prenhas e lactentes
roedores (SAKAMOTO et al., 1993; MANFROI et al.,, 2004). Tais estudos
objetivam mimetizar a exposicdo humana, na qual gestantes expostas
ambientalmente e/ou através da dieta ao metilmercurio podem transferir este
composto a prole via transplacental ou lactacional.

Estudos comportamentais em laboratério e em ambiente natural dos efeitos
da intoxicacdo em baixos niveis de chumbo em aves marinhas de BURGER &
GOCHFELD (1994; 1995; 2000) foram utilizados como parédmetro no repertorio
comportamental dos animais utilizados em nossa pesquisa, visto serem escassos
os registros de pesquisas da agao do metilmercurio em embrides de galinha. Este
modelo animal tem a vantagem de maior detalhamento e preciséo a respeito das
doses envolvidas na experimentagcéo, o que n&o ocorre quando a droga é ingerida
pelos animais. Por outro lado, a observacao in ovo também possibilita correlacoes

com o circuito do metilmercurio em gestagdes humanas.



A neurotoxicidade do metilmercurio pode ser avaliada precocemente,
durante o desenvolvimento embrionario do sistema nervoso, a partir do surgimento
da placa neural. Nos embrides de Gallus domesticus, esta estrutura é evidente
com 19 horas de incubacdo e com 26 horas € reconhecida a organizagdo basica
do tubo neural (AREY, 1974). Com 27- 28 horas de incubagéao, a porgao anterior
do tubo neural comecga a se dilatar para formar o encéfalo e a porgao posterior
dard origem a medula espinal. Neste estagio de desenvolvimento, a por¢ao
anterior do tubo neural apresenta alargamentos nas paredes ventral e lateral,
constituindo as vesiculas encefalicas primordiais: o prosencéfalo, o mesencéfalo e
o0 rombencéfalo, observadas nos embrides de 33 - 38 horas de incubacido. A
condicdo de trés vesiculas é transitéria, e com 96 horas de incubacdo, o
prosencéfalo da origem as vesiculas telencefalicas e ao diencéfalo e o

rombencéfalo origina o metencéfalo e o mielencéfalo (Figura 1A e 1B).

No quinto dia, as cinco vesiculas encefdlicas apresentam-se bem
discerniveis e internamente sdo constituidas por uma cavidade central e por trés
camadas celulares (ventricular, do manto e marginal) (JACOBSON, 1991;

GILBERT, 2001).

Com o subseqiente desenvolvimento do embrido, as vesiculas
telencefalicas corresponderao aos hemisférios cerebrais e os ventriculos laterais
(SCHOENWOLF, 1999). O diencéfalo estruturara o hipotalamo, talamo,
subtalamo, epitdlamo e terceiro ventriculo. O mesencéfalo apresenta
espessamento das paredes dorsal e ventral, porém ndo mostra especializacdes. O

metencéfalo correspondera ao cerebelo e a ponte. O mielencéfalo estruturara o



bulbo, e, para tras do mielencéfalo, o tubo neural continua cilindrico,

transformando-se gradativamente na medula espinal (Figura 1C) (LENT, 2001).
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Figura 1 - Desenhos esquematicos do embrido de galinha doméstica com 96 horas de
incubagdo, destacando a organizagao das vesiculas encefalicas. (A) Vista total lateral do
embrido. (B) Vista lateral do encéfalo dissecado. (C) Esquema do encéfalo em vista frontal.
Te = Telencéfalo, Di = Diencéfalo, Ms = Mesencéfalo, Mt = Metencéfalo, Ml = Mielencéfalo,
AC = Aqueduto cerebral, Pt = Ponte, Cr = Cerebelo, Bl = Bulbo, ME = Medula espinal,
VLE = Ventriculo lateral esquerdo, VLD = Ventriculo lateral direito, TV = Ill ventriculo,
QV = IV ventriculo (Modificado de PATTEN, 1951).

Nos estudos da neurotoxicidade do metilmercurio, das estruturas do
sistema nervoso central acima descrito, normalmente s&o avaliados o cortex
motor, o coértex visual, o cerebelo, o hipocampo e a medula espinal
(WAKABAYASHI, et al., 1995; SAKAMOTO et al., 1998; PEDERSEN et al., 1999;
BERTOSSI et al.,, 2004). Isto se deve ao fato, dessas estruturas serem os
principais alvos relacionados nas epidemias como as ocorridas em Minimata
(1953-1965) e Niigata (1964-1965) (HARADA, 1978; WHO, 1990), acarretando
danos motores e visuais observados clinicamente.

No presente estudo optamos pela abordagem do cerebelo, por ser um
orgéo alvo da agédo do metilmercurio normalmente analisado e estar relacionado a
locomogao e coordenagdo motora; e do mesencéfalo, que embora sendo uma

estrutura préxima e que se relaciona ao cerebelo, pouco tem sido explorado, bem



como, pelo fato de apresentar-se bastante evidenciado nos embrides de Gallus
domesticus desde a formagdo das vesiculas encefalicas primordiais e estar
relacionado a fungao visual e auditiva.

No mesencéfalo a intensa proliferacdo e migracdo de neuroblastos e
glioblastos, promovem o0 aumento da espessura das paredes (Figura 2A),
estreitando sua cavidade, originando o aqueduto cerebral. Assim, na parede
dorsal (teto) do mesencéfalo encontra-se o par de coliculo superior que constitui o
centro cerebral de reflexos visuais, e o par de coliculo inferior que € o centro de
reflexos auditivos. A parede ventral (assoalho) torna-se espessa originando os
dois pedunculos cerebrais, que por sua vez se dividem em uma regido dorsal, o
tegmento e a outra ventral, a principal rota de fibras dos tratos que conectam os
hemisférios cerebrais com a parte posterior do cérebro e a medula espinal,
denominada base do pedunculo (Figura 2B) (BALINSKY, 1981).

No cerebelo as trés camadas celulares (Figura 2C), através de proliferagao
e migracao celular, vao constituir o cortex cerebelar (camada molecular, camada
de células de Purkinje e camada granular) e regiao medular. O cerebelo € uma
estrutura que se compacta e conseqlentemente apresenta circunvolugdes tipicas
em cada espécie (FIGURA 2B) (JACOBSON, 1991; GILBERT, 2000). O estagio
de desenvolvimento do cerebelo ao nascer esta relacionado com a capacidade de
locomogao e coordenagdo motora da espécie. Em aves, a analise do cerebelo
apos a eclosdo, mostra que este se apresenta completamente desenvolvido e

com capacidade de movimento coordenado (BUTLER & HODOS, 1996).
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Figura 2 — Desenhos esquematicos do cerebelo e do mesencéfalo. (A) Secgao transversal
das vesiculas encefalicas do embrido de galinha com 72 horas de incubagado (Modificado
de PATTEN, 1951). (B) Seccédo sagital do encéfalo de ave no periodo pés-natal (Modificado
de PIRLOT, 1976). (C) Esquema da organizagdao das camadas do tubo neural (a esquerda) e
sua diferenciagdo nas camadas do cerebelo (a direita) (Modificado de GILBERT, 2001).
Tg = Tegmento, CS = Coliculo superior, Cl = Coliculo Inferior, AC = Aqueduto cerebral,
PC = Pedunculo cerebral.

Na galinha doméstica, na primeira semana pos-natal, observa-se uma
intensa atividade muscular e todos os sistemas organicos apresentam-se
funcionais, exceto o sistema reprodutor, o que pode ser evidenciado em estudos
como os de MARIN e colaboradores (1997), que observaram o comportamento de
pintos, no segundo dia pds-natal. Neste periodo os pintos apresentam um alto
indice de metabolismo, o que promove um crescimento muito rapido e o aumento

substancial do peso corporal (MAGALDI, 1974).



Pesquisas da agdo do metilmercurio em pintos jovens expostos ao
metilmercurio durante o periodo embrionario podem contribuir na elucidacdo dos
danos provocados por este agente téxico. Estudos relacionados aos efeitos
neuromorfolégicos de metais pesados como os desenvolvidos com acetato de
chumbo durante a embriogénese (CARVALHO, 2002; SCHATZ, 2003; RIVERO,
2005; RIVERO, et al., 2006) vém sendo desenvolvidos no Laboratério de
Reprodugdo e Desenvolvimento Animal/BEG, utilizando a galinha doméstica
como modelo animal. Tais estudos mostram que esse modelo experimental
adapta-se muito bem as condi¢gbes laboratoriais, permitindo acompanhar as
transformagdes embrionarias, avaliar as caracteristicas normais e as alteragoes
provocadas pelos metais pesados.

Neste estudo submetemos embrides de galinha doméstica a injegao de
metilmercurio numa dosagem subletal acompanhando-os até a ecloséo.
Posteriormente através de analises comportamentais, estruturais e bioquimicas
observamos se o metilmercurio afetou e/ou comprometeu a sobrevivéncia, bem

como os parametros estruturais e funcionais caracteristicos da espécie.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:

Investigar os efeitos da exposicdo ao metilmercurio no quinto dia

embrionario em Gallus domesticus sobre variaveis funcionais/comportamentais e

parametros morfolégicos e bioquimicos do sistema nervoso central.

2.2 Objetivos Especificos:

Analisar a sobrevivéncia dos embrides e pintos e caracterizar os erros de

desenvolvimento nos neonatos;

Avaliar o peso corporal desde a eclosdo ao quinto dia pds-natal, bem como o

peso encefalico e cerebelar no quinto dia pds-natal;

Caracterizar o repertério comportamental do primeiro ao quinto dia pds-natal e
os testes de campo aberto e alternagao em labirinto em “T” no primeiro e no

quinto dia pds-natal;

Verificar a deposi¢cao do metilmercurio no mesencéfalo e cerebelo, descrever a
morfologia do mesencéfalo e cerebelo, bem como a morfometria da camada

de Purkinje dos grupos experimentais no quinto dia pdés-natal;

Analisar os efeitos da exposicdo embrionaria ao metilmercurio, através de
parametros bioquimicos de estresse oxidativo em tecido cerebral e cerebelar

no quinto dia pds-natal.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Modelo Animal Experimental

Neste estudo foram utilizados embrides e pintos da espécie Gallus
domesticus, obtidos a partir da incubacdo de ovos fertilizados doados pela
Empresa Macedo S/A - Sao José/SC. A amostra utilizada consiste de ovos
homogéneos, de forma ovalada, coloragcéo bege e peso médio de 67g.

Nas aves, a clivagem, a blastulagdo, a deposicdao do albumen e das
membranas da casca ocorrem no periodo da embriogénese inicial, que precede a

postura do ovo (GILBERT, 2001) (Figura 3).

blastoderma
Casca Vitelo

Albumem

hal
Camara de ar Chalaza

Membrana da casca Membrana vitelinica

Figura 3 — Esquema do ovo e do embridao no estagio de blastoderma de Gallus domesticus
(Modificado de WOLPERT et al., 1998).



Apds a postura a embriogénese tera continuidade em ambiente natural ou
experimental se houver condi¢cdes favoraveis, visto que a organizacdo das
estruturas embrionarias e consequentemente, o desenvolvimento do embrido
dentro do ovo, sao influenciados por caracteristicas intrinsecas e extrinsecas,
como condigdes e periodo de estocagem (MAGALDI, 1974; ROMBOLI et al.,
1984), temperatura (GONZALES, 1994; DIAS & MULLER, 1998), umidade da
incubadora (GONZALES, 1994) e suprimento de oxigénio (MARQUES, 1986) que
devem ser controladas durante toda a experimentagéo.

No presente estudo, utilizaram-se como procedimentos de incubacao, ovos
fertilizados (n = 103), higienizados com algodao, numerados, datados e pesados,
e apos, foram dispostos em posi¢ao horizontal na incubadora numa temperatura
de 38°C e 65% de umidade atmosférica.

A embriogénese de Gallus domesticus foi caracterizada por HAMBURGER
& HAMILTON (1951), em estagios (HH), relacionando a formagao das estruturas
com o respectivo tempo de desenvolvimento. Para a caracterizacdo do
desenvolvimento € usual considerar o periodo correspondente a cada 24 horas
como dia embrionario (E), e apos a eclosao como dia pés-natal (DPN).

Os procedimentos utilizados nesta pesquisa foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais — UFSC, protocolo 254/CEUA e

23080/2003-15/UFSC.

3.2 Grupos experimentais



Os ovos fertilizados foram distribuidos em dois grupos: grupo tratado
(n = 84) e grupo controle (n = 19). Do total de ovos incubados e eclodidos,
mantiveram-se viaveis até o final dos experimentos (quinto dia pds-natal — DPN5)
14 pintos de cada grupo os quais foram considerados neste estudo:

e Grupo tratado - administracdo de 0,05 ml da solucido de
metilmercurio (2 pyg/ml, dissolvido em salina), o equivalente a 0,1 ug
por individuo;

e Grupo controle - sem intervengédo (ovo intacto).

Ao atingir o estagio 20HH (70 - 72 horas) os ovos do grupo tratado foram
retirados da incubadora na posi¢ao horizontal, e em ambiente asséptico, realizou-
se um orificio na regido da camara de ar, utilizando-se um estilete de ponta
rombdide, seguida de aspiragao do albumen (até 1,0 ml), com a finalidade de
promover o descolamento da membrana interna na face mediana superior e
consequentemente a descida do embrido. Na face superior do ovo, efetuou-se
uma abertura com didmetro aproximado de 1 cm, com auxilio de estilete de ponta
fina e pinga, para observacdo do embrido e posteriormente administragcdo do

metilmercurio, conforme mostram as Figuras 4A, 4B e 4C.
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Figura 4 — (A) Desenho esquematico das aberturas no ovo na regido da cadmara de ar () e
face superior (). (B) Retirada do albumem através da cadmara de ar. (C) Detalhe da abertura
na face superior do ovo.



O embrido no estagio 20 HH apresenta relativamente pouca vascularizagéo
extra-embrionaria, o que permite a abertura do ovo sem prejuizo do
desenvolvimento (Figura 5A). Uma vez analisada a viabilidade do embrido, a
abertura foi vedada com fita adesiva plastica transparente e os ovos recolocados
na incubadora na posi¢cao horizontal. No estagio 27 HH (E5), os ovos do grupo
tratado foram retirados da estufa e apdés remocéao da fita adesiva, foi injetada a
solugdo de metilmercurio, no saco vitelinico, préximo a artéria vitelinica, numa
profundidade de até 1,0 mm com o auxilio de uma seringa e agulha hipodérmica
ultrafina (8 mm x 0,30 mm) (TAKAMATSU & FUJITA, 1987). Neste estagio, as
chances de eclosdo e sobrevivéncia pés-eclosdo sao maiores devido a
vascularizagdo ser claramente visivel e ja serem reconheciveis externamente as
cinco vesiculas encefalicas (DEWITT et al., 2005) (Figura 5C).

Os ovos foram entao, novamente selados com fita adesiva transparente e
recolocados na incubadora, para prosseguimento do desenvolvimento
embrionario. A sobrevivéncia e viabilidade dos embrides do grupo tratado com
metilmercurio foram analisadas in vivo, diariamente durante os 21 dias de
incubacgao, levando-se em consideragao as seguintes caracteristicas:

1) Aspecto do saco vitelinico e da area vascular;

2) Vascularizagao extra e intra-embrionaria;

3) Padrao de desenvolvimento das vesiculas encefalicas, membros

superiores e inferiores, botdo caudal e estruturas faciais;

4) Contorno e pigmentac&o da vesicula Optica;

5) Movimentos do embri&o;

6) Flexura cervical;

7) Batimento cardiaco.



Figura 5 — Embrides de Gallus domesticus em vista lateral. (A e B) Fotografia in ovo.
(A) Estagio 20 HH (momento de abertura do ovo). (B) Estagio 27 HH (momento da injeg¢ao).
(=) Local de injegao da solugdo de metilmercurio no saco vitelinico. AV= Artéria vitelinica.

Através da anadlise diaria, os ovos que apresentaram interrupcao do
desenvolvimento embrionario foram removidos da incubadora. No grupo tratado,
a sobrevivéncia dos embrides foi registrada diariamente e considerando que a
droga foi administrada no quinto dia de incubacao (E5), foi avaliada e registrada
em periodos que correspondem a segunda semana de incubagado (E8 - 14), na
terceira semana de incubagdao (E15 - 21). No grupo controle, como o ovo
permaneceu fechado durante toda a incubagéo, as perdas foram verificadas no
dia previsto para eclosdo (E21) realizando-se a abertura nos ovos intactos e
estagiamento dos embrides (HH). Apos a eclosdo, ambos os grupos foram

monitorados até DPN5 (DPN1 - 5).



3.3 Procedimentos com Pintos Jovens

3.3.1 Sexagem e Analises da Morfologia Externa e Peso Corporal

Logo apdés o nascimento (DPNO), foi verificado o sexo e realizadas as
analises da morfologia externa e do peso corporal dos animais do grupo tratado e
do grupo controle. A sexagem foi realizada verificando-se o padrao do
comprimento das camadas das penas (canhdo) das asas dos pintos recém
eclodidos, onde os machos apresentam o mesmo comprimento e as fémeas,
comprimentos diferentes.

Na andlise da morfologia externa, os pintos foram classificados de acordo
com os seguintes critérios:
| - Padrao Normal:

- Caracteristicas de desenvolvimento da espécie (tamanho; aspecto dos
membros superiores, membros inferiores e estruturas faciais);
- Fechamento adequado da regiao toracica e abdominal;
- Vascularizacao subcutanea.
Il - Alteragao do Padrao Normal:
- Comprometimento de alguma das caracteristicas anteriormente citadas.

O peso corporal dos pintos do grupo tratado e do grupo controle foi
mensurado diariamente, desde o nascimento (DPNO) ao quinto dia pds-natal
(DPN5), em balanca digital (0,01 g), como parametro relevante da toxicidade do

metilmercurio no desenvolvimento desses animais.



3.3.2 Analise do Comportamento

Os animais foram mantidos em uma caixa-ninho de madeira (36x47x33cm)
com capacidade para acompanhar simultaneamente até cinco pintos em
condi¢cdes de adequada oxigenacgdo, onde permaneceram até o quinto dia pds-
natal (DPN5). Durante todo o tempo foi ofertada ragéo supra-inicial para pintos e
agua ad libidum. Uma lampada incandescente de 40 Watts foi colocada a uma
altura de 40 cm do chdo da caixa-ninho para garantir a temperatura e claridade

continua do ambiente (Figura 6).

Figura 6 — Caixa-ninho para acomodacao dos pintos de Gallus domesticus durante DPN1-5.

Os pintos dos grupos experimentais foram filmados do primeiro ao quinto
dia poés-natal (DPN1 - 5), em fita VHS durante 10 minutos, na caixa-ninho, para
analise qualitativa e quantitativa do comportamento. Baseados nos estudos com
aves marinhas de BURGER & GOCHFELD (1994; 1995; 2000) e em estudos
prévios realizados em nosso Laboratério sobre a caracterizagdo do repertorio
comportamental de pintos na primeira semana de vida (RIVERO et al., 2004), os

comportamentos foram organizados em sete categorias (Quadro 1).



Quadro 1 - Descrigdo dos comportamentos integrantes das categorias

comportamentais de pintos jovens, do primeiro ao quinto dia pés-natal (DPN1 - 5).

Categorias Comportamentais Descricao

1. Movimentos de cabecga e pescogo  Virar, sacudir a cabega e/ou esticar o pescogo.

2. Movimentos de asas Abrir e/ou bater as asas.

3. Interagéo social Contatos corporais e/ou bicar o outro.

4. Movimentos exploratorios Bicar o chao e/ou parede, andar, correr, pular e/ou voar.
5. Autolimpeza Bicar-se e/ou raspar o bico no chéo.

6. Inatividade Apoiar-se, sentar e/ou deitar.

7. Movimentos anémalos Arrastar-se, cambalear e/ou cair.

As imagens foram analisadas por um observador e registradas por um
anotador e efetuou-se o registro da freqliéncia de cada categoria comportamental,
para cada animal e para cada dia de filmagem (DPN1 - 5). Em seguida, calculou-
se a média da frequéncia diaria de cada categoria comportamental no grupo
tratado com metilmercurio e no grupo controle, durante os cinco dias de

observagao.

3.3.3 Testes Comportamentais

Individualmente, os pintos foram submetidos a testes de comportamento
exploratério em campo aberto e de alternancia em labirinto em “T”, em sessdes
de 5 minutos, no periodo matutino do DPN1 e do DPN5, para avaliacédo da

atividade locomotora, exploratéria e memoria. A dose utilizada, o periodo de



exposigcao (pré e/ou pods-natal), a idade e a espécie animal estudada devem ser
considerados em trabalhos relativos ao comportamento (BORNSCHEIN et al.,

1980; BURBACHER et al., 1990; 2005).

1) Comportamento exploratério em campo aberto: Utilizado para medir
a atividade exploratdria (sendo a locomogao um dos parametros mais usados) e
emocionalidade (o campo aberto per se é estressante) (KIM et al., 2000; DORE et
al., 2001). Consiste numa caixa de madeira com frente de vidro (40 x 60 x 50 cm)

e chao dividido em 25 quadrados iguais.

De acordo com NAHAS (1999), a atividade exploratéria pode ser avaliada
através da exposi¢cao do animal a alteragbes ambientais discretas e localizadas,
introduzindo objetos novos no ambiente, onde o animal podera exibir uma ampla
variedade de respostas, como ataque, fuga, imobilizagdo, manuseio e contato
com o objeto. Nesse sentido realizamos quatro testes de campo aberto nos pintos

dos grupos experimentais:

a) Teste de campo aberto padrdao: Permitiu o registro do tempo de
laténcia para sair do quadrado central, niumero de movimentos exploratorios
(cruzamento e movimentos de cabega e pescogo), quantidade de bolos fecais

eliminados durante a tarefa e autolimpeza (Figura 7A).

b) Teste de campo aberto com imobilizagao prévia em caixa escura:
No quadrado central do campo aberto, foi colocada uma redoma de plastico, com
10 cm de didametro, de cor preta sobre o pinto, de modo que este ficou preso num

espago escuro e limitado (ambiente estressante). Apds 2 minutos, a redoma foi



retirada e registrou-se o comportamento do animal conforme descrito no item “a”

(Figura 7B).

c) Campo aberto com estimulos: Em cada quadrante do campo aberto
foram colocados objetos diferentes (vidro, plastico, madeira e papeldo). O pinto foi
colocado no quadrado central e registrou-se o tempo de laténcia para sair do

quadrado e o tempo exploratorio total dos objetos (Figura 7C).

d) Campo aberto com estimulo em plataforma elevada: No quadrante
anterior esquerdo do campo aberto foi colocada uma plataforma (15 x 15 x 2 cm),
sobre a qual foi colocado um estimulo atrativo (comida). O pinto foi colocado no
quadrado central e registrou-se o tempo de laténcia para sair do quadrado, o
numero de tentativas do animal para alcangar o estimulo e o tempo despendido

para atingi-lo (Figura 7D).



Figura 7 — Modelos de campo aberto utilizados para estudo de Gallus domesticus realizado
no DPN1 e DPN5. (A) Campo aberto padrdo. (B) Campo aberto com imobilizagdo prévia em
caixa escura. (C) Campo aberto com estimulos. (D) Campo aberto com estimulo em
plataforma elevada.

2) Teste da alternancia espontanea: Esta tarefa é usada para avaliar a
aprendizagem e a meméria espacial (MELLO et al., 1998; DORE et al., 2001). O
labirinto em “T”, requer que o animal escolha o brago opositor ao primeiro brago
anteriormente selecionado (DORE et al., 2001). Realizado numa caixa de madeira
com formato em “T”, com bragos menores medindo 20 cm e brago maior 34 cm de
comprimento, com inclinagdo de 20°. Tanto os bragos menores como o brago

maior mediam 8 cm de largura e 20 cm de altura. Foram realizados dois testes:

a) Teste do labirinto em “T” sem estimulo: O pinto foi colocado na
extremidade do brago maior e registrou-se o tempo que este levou para entrar em

um dos bragos menores. Entédo, o pinto foi retirado do brago menor e recolocado



na extremidade do brago maior e novamente registrou-se o tempo que o0 mesmo
levou para alcancar um dos bragos menores. O teste foi suspenso assim que o
pinto alternou o bragco escolhido inicialmente ou quando se completaram os 5
minutos de teste. Foram registrados o numero de tentativas e o tempo
despendido para alternar espontaneamente os bragos menores do labirinto em “T”

(Figura 8).

b) Teste do labirinto em “T” com estimulo: Realizado conforme
descricdo do item anterior, na presenga de um feixe luminoso no bragco menor
direito do labirinto em “T”, a fim de verificar o comportamento do pinto na presenca

da luz e avaliar sua acuidade visual (Figura 8).

Figura 8 — Modelo de labirinto em “T” utilizado para estudo de Gallus domesticus
realizado no DPN1 e DPN5.

Encerrados os testes comportamentais (DPN5), tanto os pintos do grupo
tratado com metilmercurio, quanto os do grupo controle foram subdivididos em
dois lotes, sendo um para os procedimentos histologicos e o outro para os

procedimentos bioquimicos.



3.4 Procedimentos Histolégicos

Pintos do grupo tratado (n = 7) e do grupo controle (n = 7) no DPN5 foram
anestesiados com vapor de éter etilico por 06 minutos e submetidos a perfusao
intracardiaca na primeira fase com uma solugao salina e em seguida com uma
solucdo fixadora de Carnoy-sulfeto. O encéfalo foi retirado da caixa craniana,
dissecado, pesado, seccionado sagitalmente, mantido em solugdo Carnoy-sulfeto
por 45 horas, e apds, em alcool absoluto por 48 horas (SANTOS, 1999). Os
encéfalos foram preparados para a microscopia de luz de acordo com as

seguintes etapas:

1. Desidratacdo: Em alcool absoluto por 01 hora efetuando-se uma troca, foi
gotejado xilol até obtencao de alcool-xilol (50%) por 20 minutos.

2. Diafanizagao: Imersao em xilol até tornarem-se translucidos.

3. Inclusao e Emblocamento: Imersao em parafina a 57°C por trés vezes (30
minutos cada). Apds solidificagdo em temperatura ambiente, os blocos de
parafina foram removidos dos moldes, aparados e acoplados ao micrétomo
rotativo.

4. Montagem das Laminas: Os blocos foram seccionados (6um), os cortes
distendidos em banho-maria (37°C), colocados sobre laminas e mantidos em local

apropriado para secagem.



5. Desparafinizagdo: Em xilol, seguido de xilol/alcool, hidratados em &lcool
(sequéncia decrescente de alcool absoluto até alcool 70%) e em agua destilada.

6. Coloragao: Foram utilizadas as seguintes técnicas:

a) Hematoxilina - Eosina (BECAK & PAULET, 1976) - Foi empregada como
controle histologico. As laminas foram coradas com hematoxilina de Harris (3
minutos) e lavadas em agua de torneira. Apds, imersas em eosina aquosa a 0,5%
(1 minuto).

b) Violeta de Cresila (ONISHI, 1999) - As laminas permaneceram imersas por
15 minutos em violeta de cresila e posteriormente foram lavadas em &gua
destilada (3 minutos). Esta técnica evidencia o citoplasma de neurénios,
destacando os corpusculos de Nissl, compostos basicamente por RNA. Desta
maneira, tal coloragcdo serve como indicador da viabilidade neuronal, pois, na
ocorréncia de lesdes esses corpusculos podem desaparecer (cromatélise)
(SCORZA et al., 2005).

c) Timm (PEDERSEN et al., 1999) - Foi utilizada para analise da deposi¢cao do
metilmercurio no tecido nervoso. As fatias montadas em |aminas permaneceram
por 90 minutos na solugdo de desenvolvimento fisico (goma arabica, tampao
citrato de potassio, hidroquinona e lactato de prata), posteriormente foram lavadas

em agua de torneira e contracoradas com hematoxilina de Harris (1 minuto).

7. Desidratacédo e Montagem das Laminas: Realizada em série etandlica
crescente (70 até 100%), alcool-xilol e xilol, e apds, montadas com balsamo do
Canada.

8. Analise das laminas: Os cortes sagitais do encéfalo nas diferentes técnicas
foram analisados ao microscépio de luz (100X, 400X e 1000X) e a partir desta

analise foram realizados esquemas e fotografias.



Neste estudo, a investigagdo microscopica dos efeitos do metilmercurio foi
realizada em duas regides do encéfalo: o0 mesencéfalo e o cerebelo. A descricao
morfoloégica foi organizada de acordo com as caracteristicas apresentadas no

citoplasma, nucleo, nucléolo e substancia de Nissl dos neurdnios.

3.4.1 Verificagao da Deposigao do Metilmercurio

Nesta analise a deposicdo do metilmercurio foi realizada no mesencéfalo,
na regido de tegmento (com presenga de corpos neuronais € glia); e no cerebelo,
na regido cortical (quarta e a quinta folha) e também na regido medular.

Foram realizados fotografias e confeccionados esquemas em camara clara
(Figuras 9A e 9B) para representar a intensidade da deposicédo nos locais

padronizados, seguindo a legenda fraca (+), moderada (++) e intensa (+++).

MESENCEFALO

(e

CEREBELO

Camada Granular

Regiio Medular
[—— Camada Molecular

— Camada de Purkinje

Figura 9 — Esquema utilizado para caracterizagao dos locais de deposicdo do
metilmercurio. (A) Tronco encefalico e cerebelo de ave. (B) Detalhe de corte sagital da
quinta folha do cerebelo evidenciando as camadas corticais e regido medular.



3.4.2 Morfometria do Tecido Cerebelar

O foco desta analise foi o cerebelo devido sua arquitetura tecidual ser
basicamente a mesma em todas as folhas e apresentar camadas -corticais
distintas. A morfometria foi realizada com auxilio da ocular micrométrica em
aumentos de 100X e 1000X, em laminas coradas com Violeta de Cresila, num
total de 10 folhas cerebelares por grupo experimental. A camada das células de
Purkinje foi mensurada quanto ao didmetro do corpo e do nucleo, bem como a

distancia entre as células.

3.5 Determinagoes Bioquimicas

Pintos do grupo tratado (n = 7) e do grupo controle (n = 7) foram
decapitados no DPN5. O encéfalo e o cerebelo foram separadamente removidos,
dissecados e pesados. As amostras utilizadas nas analises bioquimicas foram

preparadas de acordo com a descri¢do a seguir:

1. Preparagdao do Extrato de Tecido: o cerebelo e o encéfalo foram
brevemente isolados e homogeneizados em tampao HEPES 20 mM pH 7,4. Em
seguida, os homogenatos foram centrifugados a 20.000 x g por 30 minutos em
centrifuga refrigerada (4° C), e o sobrenadante obtido (S1) foi conservado a - 80°

C para posterior dosagem das atividades enzimaticas.



2. Atividades Enzimaticas (as amostras foram isoladas e processadas como
descrito anteriormente):

a) Glutationa Redutase (GR): Ao utilizar o substrato GSSG a enzima leva ao
consumo de NADPH, que foi acompanhado em 340 nm (e = 6,22n M'cm™). A
velocidade de consumo de NADPH, em condi¢cbes de saturacdo, expressa a

atividade enzimatica (CALBERG & MANNERVIK, 1985).

b) Glutationa Peroxidase (GPx): Acompanhada indiretamente pelo
desaparecimento do NADPH. A enzima ao utilizar GSH para degradar um
peroxido organico como o peroxido de tert-butila (t-BOOH), gera glutationa
oxidada (GSSG), que por sua vez é reduzida pela glutationa redutase com
consumo de NADPH. Este consumo de NADPH é acompanhado em
espectrofotdmetro (340 nm), de forma similar a determinagédo de GR (WENDEL,

1981; FLOHE & GUNZLER, 1984).

c) Determinagéo dos niveis de glutationa: 95% ou mais dos tidis ndo-protéicos
€ glutationa. Assim, os niveis de glutationa foram determinados como tidis nao-
protéicos pelo método de ELLMAN (1959). Em resumo, 100 ul do sobrenadante
tecidual (S1) foram adicionados a 100 yl de uma solugdo de acido tricloroacético
10%. Apds centrifugacéo a 7.000 x g por 5 minutos em centrifuga refrigerada (4°
C), o sobrenadante acido foi neutralizado até pH 7,0 com uma solugdo de Na OH
1 M e os tidis de fonte ndo-protéica foram determinados através do método de

Ellman, utilizando o acido 55'-ditiobis-(2-nitrobenzadico).



3.6 Analise Estatistica

Os dados de peso (corporal, encefalico e cerebelar), comportamental
(exceto os testes de alternar espontédneo em labirinto em “T”), morfométrico e
bioguimico foram analisados através de sumario estatistico (software Statistica®).
Para verificar a existéncia de diferencas significativas entre os grupos, foi utilizado
o teste de analise de varidancia (ANOVA) de uma via, precedida dos testes de
homogeneidade e distribuigdo normal das amostragens (ZAR, 1999). Também os
dados referentes ao peso corporal e comportamental foram analisados através da
ANOVA utilizando Duncan nas repeticdes. Diferencas foram consideradas

significativas quando P < 0,05.



4. RESULTADOS

O grupo de Gallus domesticus exposto ao metilmercurio e o grupo controle
foram acompanhados em ambiente experimental (incubadora e caixa-ninho), com
registro da sobrevivéncia (embrides e pintos) e peso (DPNO ao DPNS5), morfologia
externa (DPNO), repertorio (DPN1 ao DPN5) e testes comportamentais em campo
aberto e no labirinto em “T” (DPN1 e DPN5), bem como, estudos histolégicos e

bioquimicos (DPN5).

4.1 Sobrevivéncia dos embrides e pintos

A sobrevivéncia dos embrides no grupo tratado com metilmercurio (E5 ao
E21) correspondeu a 21,42% (18 embrides), sendo que as mortes ocorreram a
partir de E8, principalmente no periodo entre E15 - 21. Ja apds a eclosao, a
sobrevivéncia (DPN1 ao DPNS), correspondeu a 16,66% (14 pintos). No grupo

controle, a sobrevivéncia dos embrides foi de 73,68% (14 embrides), sendo que



as interrupgdes do desenvolvimento ocorreram exclusivamente no periodo E15 -

21, os pintos que eclodiram 73,68% (14 pintos) sobreviveram (Figura 10).
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Figura 10 — Registro da sobrevivéncia dos embrides e pintos de Gallus domesticus dos
grupos tratado com metilmercurio e controle.

Dos pintos que eclodiram 50% eram do sexo masculino e 50% do sexo
feminino nos dois grupos experimentais. Neste trabalho as informacgdes relativas a
sexagem foram consideradas apenas na analise da morfologia externa dos

animais.

4.2 Anadlise da Morfologia Externa dos Pintos

A morfologia externa dos pintos ao nascer revelou que dos 18 animais que
eclodiram no grupo tratado com metilmercurio, 2 pintos (1 macho e 1 fémea) n&o
apresentaram morfologia normal e morreram no DPN3. O erro consistia do

fechamento incompleto da parede ventral do corpo, com presenga de uma



estrutura sacular protuberante e vascularizada, medindo cerca de 1,5 cm de
comprimento e 0,6 cm de didmetro (Figura 11B e 11C). Dois pintos (fémeas),
além dessa anomalia, também apresentaram alteragbes nos membros inferiores
(Figura 11B) e morreram no DPN1. Pbéde-se verificar que internamente todos os
quatro pintos apresentavam vitelo na cavidade abdominal e algas intestinais
aparentemente normais. Os demais pintos do grupo exposto ao metilmercurio
(n = 14) e todos os pintos do grupo controle (n = 14) apresentaram padrao
morfolégico externo normal (Figura 11A), foram acompanhados e analisados até o

final do experimento.

Figura 11 — Morfologia externa de
Gallus domesticus no DPN1. (A)
Pinto do grupo controle com
padrao de desenvolvimento
normal. (B e C) Pintos do grupo
tratado apresentando fechamento
incompleto da parede ventral do
corpo, destacando a estrutura
sacular, protuberante, e
vascularizada (=). (C) Deformidade
do membro inferior, mostra pés e
dedos tortos ().




4.3 Analise do Peso Corporal, Encefalico e Cerebelar.

A Figura 12 mostra que a média do peso corporal dos pintos do grupo
tratado com metilmercurio foi inferior ao grupo controle em todos os dias
analisados, com diferenga significativa. Pode-se observar uma diminuicao no
peso medio no DPN1 dos pintos do grupo tratado e o grupo controle apresentou
ganho de peso durante o mesmo. A ANOVA para medidas repetidas mostrou
diferenca significativa apenas no grupo controle, quando comparados o peso ao

nascer (DPNO) com o peso no quinto dia pos-natal (DPNS).
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Figura 12 — Avaliagdo do peso corporal dos pintos de Gallus domesticus nos grupos
experimentais durante DPNO-5. Resultados expressos em média * erro padrao médio.
n = 14 em cada grupo experimental. (*) Diferenga significativa P <0,05 entre os grupos
experimentais, (**) diferenga significativa P <0,01 entre os grupos experimentais no

mesmo dia de avaliagdo. ANOVA para medidas repetidas, diferenga significativa no grupo
controle: (#) P <0,05 com o DPNO.




Quanto aos pesos dos encéfalos e dos cerebelos (isoladamente) n&o

houve diferencas significativas entre os dois grupos experimentais (Figura 13).
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Figura 13 — Avaliagdao do peso umido do encéfalo e do cerebelo dos pintos de Gallus
domesticus nos grupos experimentais durante DPN5. Resultados expressos em média *
erro padrao médio. n = 14 para o peso do encéfalo e n = 7 para o peso do cerebelo, em
cada grupo experimental. Sem diferencga significativa entre os grupos experimentais.

4.4 Anadlise do Repertério Comportamental

O registro do comportamento do primeiro ao quinto dia pds-natal
(DPN1 - 5) possibilitou o reconhecimento das sete categorias comportamentais
(Tabela 1), onde as mais frequentes (95,59%) foram os movimentos de cabeca e

pescog¢o, movimentos exploratérios e de interagao social.



Tabela 1 - Frequéncia absoluta dos comportamentos nos grupos experimentais

de Gallus domesticus do primeiro ao quinto dia pés-natal (DPN1 - 5), bem como

porcentagem total, referente ao somatério dos grupos controle e tratado em cada

categoria.

DPN1-5

Categorias Comportamentais
Grupo Grupo Porcentagem
Controle Tratado total %

a) Movimentos de cabega e pescogo 8574 10583 46,21
b) Movimentos exploratérios 10075 6743 40,57
¢) Interagdo social 1567 2065 8,81
d) Autolimpeza 216 407 1,50
e) Movimentos de asas 192 333 1,27
f) Inatividade 136 283 1,01
g) Movimentos andémalos 09 251 0,63

Total

100

n =14 por grupo experimental.

A anadlise das médias das frequéncias dos comportamentos do primeiro ao

quinto dia poés-natal (DPN1 - 5), revelou que os movimentos exploratérios,

movimentos de asas, inatividade

e movimentos and6malos foram

significativamente diferentes entre os grupos experimentais (Tabela 2).



Tabela 2 - Freqiéncia média dos comportamentos nos grupos experimentais de

Gallus domesticus durante DPN1 - 5.

Categorias Comportamentais

DPN1 -5

Grupo controle

Grupo tratado

a) Movimentos de cabega e pescoco
b) Movimentos exploratorios

c) Interagdo social

122,49 (+11,35)

143,93 (£7,16)

22,39 (+2,31)

151,19(x12,90)

96,33 (£10,46) **

29,50 (+3,60)

d) Autolimpeza 3,09 (0,66) 5,81 (£1,59)

e) Movimentos de asas 2,74 (£0,56) 4,76 (£1,11) *
f) Inatividade 1,94 (+0,39) 4,04 (+0,78) *
g) Movimentos anémalos 0,13 (x0,07) 3,59 (+0,75) **

Valores expressos como média * erro padrdo médio. n = 14 por grupo experimental.
Diferenca significativa: (*) P <0,05 e (**) P <0,01 entre os grupos experimentais.

a) Movimentos de Cabeca e Pescogo

A Figura 14 mostra um aumento do numero de movimentos de cabeca e
pescog¢o nos pintos do grupo tratado com metilmercurio apenas no DPN1, com
diferenca significativa, quando comparado ao grupo controle. Também a analise
de variancia com medidas repetidas mostrou diferenga significativa no grupo

tratado no DPN1, em relagdo aos demais dias observados.
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Figura 14 — Freqiiéncia dos movimentos de cabecga e pescoco de Gallus domesticus nos
grupos experimentais durante DPN1-5 (n = 14 por grupo experimental). Resultados
expressos em média * erro padrao da média. Diferencga significativa: (**) P <0,01 entre os
grupos experimentais. ANOVA para medidas repetidas: diferenga significativa no grupo
tratado (ee) P <0,01 com os demais dias observados.

b) Movimentos Exploratérios

O numero de movimentos exploratérios foi menor no grupo tratado com
metilmercurio quando comparado ao grupo controle, com diferenga significativa
em todos os dias analisados (Figura 15). Além disso, a andlise de variancia com
medidas repetidas indicou um decréscimo neste movimento no DPN2 quando
comparado ao DPN3, DPN4 e DPN5 no grupo tratado. No grupo controle, esta
analise revelou que no DPN1 a frequéncia foi menor, quando comparado ao

DPN4 e DPN5.
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Figura 15 — Freqiiéncia dos movimentos exploratérios de Gallus domesticus nos grupos
experimentais durante DPN1-5 (n = 14 por grupo experimental). Resultados expressos
em média * erro padrao da média. Diferencga significativa: (*) P <0,05 e (**) P <0,01 entre os
grupos experimentais. ANOVA para medidas repetidas: diferenga significativa no grupo
tratado (e) P <0,05 com o DPN3, DPN4 e DPN5; diferenga significativa no grupo controle
(#) P <0,05 quando comparado com o DPN4 e DPNS5.

c) Interagao Social

A anadlise diaria da freqluéncia deste comportamento revelou que nos
grupos experimentais o padrao de flutuagdo foi semelhante, com diferenca
significativa no DPN5. A ANOVA para medidas repetidas, no grupo tratado,
mostrou diferenga significativa no DPN1 em relagdo aos demais dias observados.
No grupo controle além de mostrar diferenga significativa no DPN1 em relagao
aos demais dias observados também houve diferenca significativa entre o DPN4 e

o DPN5
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Figura 16 — Freqiiéncia dos comportamentos de interagao social de Gallus domesticus
nos grupos experimentais durante DPN1-5 (n = 14 por grupo experimental). Resultados
expressos em média * erro padrdao da média. Diferenca significativa: (*) P <0,05 entre
os grupos experimentais. ANOVA para medidas repetidas: diferenca significativa no
grupo tratado (e) P <0,05 com o DPN4 e DPN5, (ee) P <0,01 com DPN2 e DPN3;
diferenga significativa no grupo controle: (#) P <0,05 com o DPN4, (##) P <0,01 com o
DPN2, DPN3 e DPN5 e (o) P <0,05 com o DPN5.

d) Autolimpeza

Na anadlise diaria o grupo tratado apresentou maior frequéncia, sendo no
DPN4 seu maior registro, com diferenca significativa em relagéo ao grupo controle
(Figura 17). A ANOVA para medidas repetidas mostrou diferenga significativa no
grupo tratado entre o DPN1 e o DPN4. Também no grupo controle, esta analise
indicou que o DPN1 apresentou diferenga significativa com o DPN2 e o DPN3, e

no DPN4 em relagao ao DPN3 e DPNS5.
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Figura 17 — Freqiiéncia dos comportamentos de autolimpeza de Gallus domesticus nos
grupos experimentais durante DPN1-5 (n = 14 por grupo experimental). Resultados
expressos em média * erro padrdo da média. Diferenga significativa: (**) P <0,01 entre os
grupos experimentais. ANOVA para medidas repetidas: diferenga significativa no grupo
tratado (e) P <0,05 com o DPN4; diferenga significativa no grupo controle (#) P <0,05 com o
DPN3, (##) P <0,01 com o DPN2, (o) P <0,05 com o DPN3 e DPN5 e (0o) P <0,01 com o
DPN2.

e) Movimentos de asas

Na analise diaria desta categoria, pode-se observar no grupo tratado uma
maior frequéncia, com diferenga significativa entre os grupos experimentais no
DPN1 e DPN4 (Figura 18). A ANOVA para medidas repetidas revelou que no

grupo controle, houve diferenca significativa entre o DPN2 e o DPN4.
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Figura 18 — Freqiiéncia dos movimentos de asas de Gallus domesticus nos grupos
experimentais durante DPN1-5 (n = 14 por grupo experimental). Resultados expressos em
média * erro padriao da média. Diferenga significativa: (*) P <0,05 e (**) P <0,01 entre os

grupos experimentais. ANOVA para medidas repetidas: diferenga significativa no grupo
controle (#) P <0,05 com o DPN4.

f) Inatividade

O padrao de flutuagdo deste comportamento foi similar entre os grupos
experimentais (Figura 19). Além disso, o grupo tratado apresentou menor
frequéncia, com diferenca significativa no DPN2, DPN3 e DPN5 em relagdo ao
grupo controle. A analise de variancia para medidas repetidas mostrou diferenca
significativa, no grupo tratado, entre 0 DPN1 e o DPN3, e no grupo controle, entre

o DPN1 e os demais dias observados.
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Figura 19 — Freqiiéncia dos comportamentos de inatividade de Gallus domesticus nos
grupos experimentais durante DPN1-5 (n = 14 por grupo experimental). Resultados
expressos em média * erro padrao da média. Diferenga significativa: (*) P <0,05 e (**)
P<0,01 entre os grupos experimentais. ANOVA para medidas repetidas: diferenga
significativa no grupo tratado () P <0,05 com o DPN3; diferenca significativa no grupo

controle (#) P <0,05 com o DPN4 e DPNS5, (##) P <0,01 com o DPN2 e DPN3.

g) Movimentos anémalos

Neste comportamento, o grupo tratado apresentou maior frequiéncia, com
diferenca significativa, em relagdo ao grupo controle, em todos os dias analisados
(Figura 20). O grupo controle apresentou diminuicdo desses movimentos, que
deixaram de ocorrer no DPN4 e DPN5. Na analise de varidncia com medidas
repetidas, o grupo tratado revelou que os movimentos anémalos no DPN1 foi
muito elevado e diferiu significativamente dos demais dias. Além disso, a analise
de medidas repetidas revelou que no grupo controle, o DPN1 foi

significativamente diferente do DPN4 e DPNS.
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Figura 20 — Freqiiéncia dos movimentos anémalos nos grupos experimentais de
Gallus domesticus durante DPN1-5 (n = 14 por grupo experimental). Resultados
expressos em média * erro padrao da média. Diferenga significativa: (*) P <0,05 e (**) P
<0,01 entre os grupos experimentais. ANOVA para medidas repetidas: diferenga

significativa no grupo tratado (e) P <0,05 com o DPN2, (ee) P <0,01 com o DPN3, DPN4 e
DPNS5; diferenga significativa no grupo controle (#) P <0,05 com o DPN4 e DPN5.

4.5 Anadlise dos Testes Comportamentais

Os testes individuais no campo aberto e labirinto em “T” foram realizados

no primeiro dia de vida (DPN1) e repetidos no quinto dia (DPN5) nos dois grupos

experimentais.

4.5.1 Comportamento Exploratério

a) Campo aberto padrao (Tabela 3)

Os pintos do grupo tratado com metilmercurio apresentaram maior tempo

de laténcia no DPN1, com diferenga significativa, quando comparado ao grupo



controle. As demais categorias comportamentais (movimentos exploratérios,
autolimpeza e bolo fecal) ndo apresentaram diferenca significativa no DPN1. No
DPN5 apenas os movimentos exploratorios apresentaram diferenga significativa
entre 0s grupos experimentais, sendo mais expressivos no grupo controle. A
analise para medidas repetidas mostrou diminuigdo significativa no tempo de
laténcia do grupo tratado, e no grupo controle, aumento significativo dos

movimentos exploratérios e autolimpeza.

Tabela 3 — Categorias comportamentais de Gallus domesticus observadas no

campo aberto padrdo nos grupos experimentais no DPN1 e DPN5.

Grupo Controle Grupo Tratado

Categorias
Comportamentais DPN1 DPN5 DPN1 DPN5
Laténcia 49,71 (£10,87) 38,07 (£12,23) 107,21 (£ 24,85) * 34,57 (+10,93) ##
(segundos)
Movimentos 118,79 (£10,39) 184,91 (+18,83) ## 125,64 (+16,25) 142,00 (+16,40) *
Exploratérios
Autolimpeza 0,00 (+0,00) 0,71 (x0,37) # 0,07 (x0,07) 0,21 (x0,15)
Bolo fecal 0,71 (x0,13) 0,86 (+0,18) 0,43 (x0,14) 0,57 (x0,17)

Valores expressos como média * erro padrao médio (n = 14 por grupo experimental). Efeito
do tratamento: (*) Diferenga significativa P < 0,05 entre os grupos experimentais e (**)
diferenga significativa P <0,01 entre os grupos experimentais. Efeito da sessao: (#) Diferenga
significativa P <0,05 e (##) Diferenca significativa P <0,01 no mesmo grupo experimental.

b) Campo aberto apés imobilizagao prévia em caixa escura (Tabela 4)



No DPN1 as categorias comportamentais observadas (tempo de laténcia,
movimentos exploratorios, autolimpeza e bolo fecal) ndo apresentaram diferengas
estatisticas entre os grupos experimentais. No DPN5 os movimentos exploratérios
e a autolimpeza foram mais expressivos no grupo controle, com diferenca
significativa quando comparado ao grupo tratado com metilmercurio. A ANOVA
para medidas repetidas revelou um aumento significativo na autolimpeza e nos

movimentos exploratérios no grupo controle.

Tabela 4 — Categorias comportamentais de Gallus domesticus observadas no
campo aberto com imobilizagdo prévia em caixa escura nos grupos experimentais

no DPN1 e DPN5.

Grupo Controle Grupo Tratado

Categorias
Comportamentais DPN1 DPN5 DPN1 DPNS
Laténcia 40,14 (£19,74) 10,14 (£3,71) 50,00 (+20,62) 70,00 (+28,16)
(segundos)
Movimentos 125,57 (£10,73) 193,43 (£17,19)## 134,36 (x14,40) 116,79 (+18,64) **
Exploratorios
Autolimpeza 0,00 (+0,00) 1,21 (+0,43)* 0,29 (+0,13) 0,86 (+0,47)
Bolo fecal 0,57 (x0,14) 0,29 (+0,13) 0,43 (x0,14) 0,36 (+0,13)

Valores expressos como média * erro padrao médio (n = 14 por grupo experimental). Efeito
do tratamento: (*) Diferenga significativa P <0,05 entre os grupos experimentais e (*¥)
diferen¢a significativa P <0,01 entre os grupos experimentais. Efeito da sesséao: (#) Diferenca
significativa P <0,05 e (##) Diferenca significativa P <0,01 no grupo controle.



c) Campo aberto com novos estimulos (Figura 21)

Apenas no DPN1 o tempo total de exploragdo dos estimulos (objetos de
madeira, plastico, vidro e papeldo) apresentou diferenga significativa entre os
grupos experimentais. O tempo de laténcia para sair do quadrado central no
DPN1 e DPN5, bem como, o tempo total de exploracdo dos estimulos no DPN5
nao apresentaram diferenca significativa entre os grupos experimentais. No grupo
tratado na anadlise entre os dias de teste (DPN1 e DPN5), observou-se aumento
dos tempos de laténcia e exploratorio, enquanto no grupo controle, houve
diminuicdo desses tempos. A ANOVA para medidas repetidas nao revelou
significancia entre os dias de teste (DPN1 e DPN5) nos grupos experimentais.

Nossos resultados mostram que no grupo tratado o tempo de laténcia foi
maior nos dois dias de teste, este no DPN1 né&o realizou alternagdo dos bracos.
No DPNS5 o grupo tratado apresentou menor nimero de tentativas para alternar,
um menor numero de pintos realizaram esta tarefa, sendo que o tempo para a sua

realizagao foi menor quando comparado ao grupo controle.
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Figura 21 - Campo aberto com estimulo: Tempo de laténcia em segundos para sair do
quadrado central e tempo exploratdrio total em segundos nos grupos experimentais de
Gallus domesticus no DPN1 e DPN5 (n = 14 por grupo experimental). Resultados
expressos em média * erro padrao da média. Diferenga significativa: (*) P <0,05 entre os
grupos experimentais.



d) Campo aberto em plataforma elevada (Tabela 5)

No DPN1, o tempo de laténcia para sair do quadrado central foi menor no
grupo tratado, e no DPN5, este tempo foi menor no grupo controle. O niumero de
individuos que atingiram a plataforma central aumentou no grupo tratado,
enquanto que, no grupo controle diminui.

No DPN1 e DPNS5 todos os pintos que atingiram a plataforma o fizeram em
apenas uma tentativa e o tempo para atingi-la foi menor no grupo tratado. A
analise estatistica ndo mostrou diferenga entre os grupos e também nao revelou

efeito da sessdo nos grupos experimentais.

Tabela 5 — Registro dos comportamentos de Gallus domesticus no campo aberto

com estimulo em plataforma elevada nos grupos experimentais no DPN1 e DPNS5.

Grupo Controle Grupo Tratado

Categorias
Comportamentais DPN1 DPN5 DPN1 DPN5

Laténcia (segundos) * 58,21 (+ 16,10) 23,43 (+4,07) 45,36 (¥18,27) 34,21 (£ 7,99)

Nudmero de individuos
que atingiram a 04 (28,57%) 03 (21,43%) 02 (14,29%) 06 (42,86%)
plataforma **

Tempo (segundos) para 174 (£ 44,49) 127,33 (£ 26,59) 146 (£ 92,27) 119(x 23,27)
atingir a plataforma *

(*) Valores expressos como média * erro padrdao médio por grupo experimental. (**) Valores
absolutos e percentagem por grupo experimental (n = 14 por grupo experimental).



4.5.2 Comportamento de Alternancia Espontanea

a) Labirinto em “T” sem estimulo (Tabela 6)

Nossos resultados mostram que no grupo tratado o tempo de laténcia foi

maior nos dois dias de teste, este no DPN1 né&o realizou alternagdo dos bracos,

no DPN5 apresentou maior numero de tentativas para alternar e um menor

numero de pintos realizaram esta tarefa com menor gasto de tempo, quando

comparado ao grupo controle.

Tabela 6 — Registro da alternancia espontédnea de Gallus domesticus no labirinto

em “T” nos grupos experimentais no DPN1 e DPN5.

Grupo Controle

Grupo Tratado

Categorias

Comportamentais DPN1 DPNS

DPN1 DPN5

Laténcia (segundos) * 51,14 (x14,14) 16,21 (£ 3,91)

Individuos que
alternaram os bragos **

05 (35,71%) 10 (71,42%)

Tentativas para 3,40 (+ 0,59) 2,70 (+ 0,26)
alternancia dos bragos *
Tempo (segundos) para 185 (£ 34,91) 176,67 (+ 21,48)

alternancia de dos
bragos *

90,93 (+ 25,25) 22,71 (+6,01)

02 (14,29%)

00 4 (+0,59)

166 (+ 0,88)

(*) Valores expressos como média * erro padrao médio por grupo experimental. (**) Valores
absolutos e percentagem por grupo experimental (n = 14 por grupo experimental).



b) Labirinto em “T” com estimulo luminoso

A tabela 7 mostra que no grupo tratado o tempo de laténcia foi maior nos
dois dias de teste e no DPN1 n&o realizou alternacdo dos bragos. No DPN5 o
grupo tratado apresentou menor numero de tentativas para alternar, um menor
numero de pintos realizaram esta tarefa, sendo que o tempo para a sua

realizagao foi menor quando comparado ao grupo controle.

Tabela 7 - Registro da alternéncia esponténea de Gallus domesticus no labirinto

em “T” com estimulo luminoso nos grupos experimentais no DPN1 e DPNS5.

Grupo Controle Grupo Tratado

Categorias
Comportamentais DPN1 DPN5 DPN1 DPNS

Laténcia (segundos) * 21,57 (+7,37) 16,00 (+ 4,55) 69,71 (+ 20,70) 46,43 (+ 11,70)

Individuos que 06 (42,86%) 11 (78,57%)
alternaram os bragos **

02 (14,29%)

Tentativas para 4,50 (£ 0,33) 2,91 (+£0,28) 00 2,00 (+ 0,00)
alternancia dos bragos*

Tempo (segundos) para 183 (+ 29,41) 141,45 (+ 10,27) _ 67,70 (x 27,58)
alternancia dos bragos *

(*) Valores expressos como média * erro padrao médio por grupo experimental. (**) Valores
absolutos e percentagem por grupo experimental (n = 14 por grupo experimental).



4.6. Caracterizagao histolégica do encéfalo: mesencéfalo e cerebelo

No mesencéfalo do grupo controle (Figura 22A e 22B), pode-se reconhecer
os corpos celulares dos neurbnios e células gliais. Os neurdnios apresentaram
citoplasma palido, com limites definidos e substancia de Nissl distribuida
uniformemente, nucleo e nucléolo bem evidentes e centralizados na maioria das
células visualizadas. @ No grupo tratado com metilmercurio, os neurdnios
apresentaram citoplasma com limites imprecisos com coloragéo violacea, nucleo
réseo e com diminuigdo do tamanho, alguns neurdnios apresentaram substancia
de Nissl em grumos (caracteristica de cromatdlise) e nucléolo pouco evidenciado
(Figura 22C e 22D).

No cortex cerebelar do grupo controle (Figura 22E) pode-se reconhecer as
camadas corticais: camada granular, camada de células de Purkinje e camada
molecular, que se mostraram distintas uma das outras. Os tipos celulares
apresentaram-se com nitidez, o citoplasma das células de Purkinje mostrou-se
regularmente distribuido e a presenga da substancia de Nissl caracteristica,
nucleo e nucléolo bem evidentes (Figuras 25A e 25C). No grupo tratado com
metilmercurio (Figuras 24B e 24D), os tipos celulares destas camadas corticais
ndo se mostraram tdo evidentes e na camada de Purkinje as células
apresentaram-se mais distanciadas uma das outras, as células de Purkinje
apresentaram substéncia de Nissl em grumos, nucléolo pouco evidente (Figura
22F, 25B e 25D).

Na regido medular do cerebelo os componentes celulares neuronais
mostraram-se evidente no grupo controle (Figura 22G e 22H), apresentando

citoplasma palido, bem delimitado com coloragdo homogénea e substancia de



Nissl distribuida uniformemente, nucleo e nucléolo bem definidos em sua maioria.
No grupo tratado com metilmercurio, os componentes celulares ndo foram tao
evidenciados, porém, alguns neurdnios apresentaram substéncia de Nissl em

grumos (Figura 22| e 22J).

4.6.1 Anadlise dos Locais de Deposicao do Metilmercurio no Mesencéfalo e

Cerebelo

As lédminas do grupo controle ndo apresentaram marcagdo para o
metilmercurio em nenhuma das regides analisadas (Figuras 23A, 23C e 23E).
No grupo tratado, pdde-se observar uma impregnagao discreta do metilmercurio
no mesencéfalo (Figura 23B), nas camadas corticais (Figura 23D) e regiao
medular do cerebelo (Figura 23F), sendo possivel verificar intensidade
diferenciada nas regides marcadas pela deposicdo do metal (Figura 24A, 24B,

24C e 24D e Tabela 8).



Figura 22 - Secgbes sagitais do
mesencéfalo e cerebelo de Gallus
domesticus dos grupos tratado com
metilmercurio e controle no DPN5. HE
e violeta de cresila. Regido do
tegmento do mesencéfalo do grupo
controle (A e B) e do grupo tratado
com metilmercurio (C e D). Cortex
cerebelar do grupo controle (E) e do
grupo tratado (F). Regiao medular do
cerebelo grupo controle (G e H) e do
grupo tratado (I e J). CG = Camada
granular, CP = Camada de células de
Purkinje, CM = Camada molecular.
1 = Pedunculo cerebral, 2 = Tegmento,
3 = Aqueduto cerebral, 4 = Coliculos
superior e inferior, 5 = Parede do
quarto ventriculo, 6 = Regido medular,
7 = Regido cortical. (=) Neurdnios e
() células da glia.
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Flgura 23 - Secgoes sagitais do mesencéfalo, reglao cortlcal e medular do cerebelo de
Gallus domesticus no DPN5. Autometalografia de Timm com contra-coloragao
Hematoxilina. (A, C e E) Grupo controle. (B, D e F) Grupo tratado. Mesencéfalo (A e B),

regido cortical (C e D) e medular (E e F) do cerebelo. () indica deposicdo do metal e
(-) a presenca de vaso sanguineo.
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Figura 24 - Esquemas indicando a deposigcdo de metilmercirio no mesencéfalo e
cerebelo em Gallus domesticus no DPN5. Grupo controle (A e C) e grupo tratado com
metilmercirio (B e D). Mesencéfalo (A e C), cerebelo (C e D). Deposigdo intensa (+++),
moderada (++) e fraca (+) de metilmercurio. Tg = Tegmento, RM = Regido medular, CM =
Camada molecular, CP = Camada de Purkinje e CG = Camada granular.

Tabela 8 - Impregnacéo do metilmercurio no mesencéfalo e no cerebelo de pintos

de Gallus domesticus nos grupos experimentais no DPNS5.

Mesencéfalo Cerebelo

Regiéo SNC Camadas Corticais Regléo Medular

CM CcP CG

Grupos Experimentais

Grupo Controle - - - - -

Grupo Tratado ++ + ++ +++ ++




4.6.2 Morfometria do Cértex Cerebelar

A morfometria das camadas corticais do cerebelo (Tabela 9) do grupo
tratado com metilmercurio revelou menor espessura na camada molecular, maior
espessura nas camadas de Purkinje e granular (Figura 25B), quando comparado
ao grupo controle (Figura 25A).

As células de Purkinje do grupo tratado (Figura 26B) apresentaram
diferenga significativa em relacdo ao grupo controle (Figura 26A) no numero de
células por campo observado, na distancia entre as células e no didmetro dos

nucleos (Tabela 10).

Tabela 9 - Morfometria das camadas corticais do cerebelo de Gallus domesticus

nos grupos experimentais no DPNS5.

Espessura das Camadas Corticais (um)

Grupos Experimentais Camada Molecular Camada de Purkinje Camada Granular
Grupo Controle 0,99 (+ 0,1) 0,20 (+ 0,03) 1,06 (£ 0,2)
0,94 (£ 0,2) 0,22 (+ 0,04) 1,24 (£ 0,4)
Grupo Tratado

Valores expressos como média * desvio padrao da andlise de dez campos em quatro
laminas de cada grupo experimental. Sem diferencga significativa.
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Figura 25 - Secgbes sagitais das camadas do cortex cerebelar de Gallus
domesticus no DPN5. Violeta de Cresila. Grupo controle (A e C) e grupo tratado
com metilmercurio (B e D). CP = Camada de células de Purkinje, CM = Camada
molecular, CG = Camada granular. (=) Substancia de Nissl, (=) Nucléolo,
() Nucleo.

Figura 26 - Secgoes sagitais da camada de células de Purkinje de Gallus domesticus no
DPN5. Violeta de Cresila. Grupo controle (A) e grupo tratado com metilmercurio (B).
Diametro do corpo celular (1), distancia entre as células de Purkinje (2) e diametro do
nucleo (3). () Vaso sangiiineo.



Tabela 10 - Caracterizacdo da camada de células de Purkinje do cerebelo de

Gallus domesticus nos grupos experimentais no DPNS5.

Células de Purkinje

Quantidade de  Distancia entre Diametro do Diametro do

Grupos Células as Células (um) Corpo das Nucleo das
Experimentais Células (um) Células (um)
Grupo Controle 2,90 (+ 0,60) 0,10 (£ 0,05) 0,14 (£ 0,02) 0,10 (£ 0,03)
Grupo Tratado 2,00* (£ 0,00) 0,29 (£ 0,15) * 0,13 (£ 0,03) 0,08* (£ 0,02)

Valores expressos como média * desvio padrdao da analise de dez campos em quatro
laminas de cada grupo experimental. (*) Diferenga significativa P < 0,05 entre os grupos
experimentais.

4.7 Anadlises Bioquimicas

4.7.1 Niveis de glutationa (GSH)

Os niveis de glutationa foram significativamente maiores no cerebelo e no
encéfalo dos pintos do grupo tratado com metilmercurio quando comparados com

os animais do grupo controle (Figura 27).
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Figura 27 — Niveis de glutationa cerebelar e encefalica em Gallus domesticus no DPNS5.
Valores expressos como média * erro padrdo (n = 7 por grupo experimental). Diferenga
significativa: (*) P < 0,05 entre os darupos experimentais.

4.7.2 Atividade da enzima glutationa redutase (GR)

A atividade da enzima glutationa redutase foi significativamente maior no
cerebelo e no encéfalo nos pintos do grupo tratado com metilmercurio quando

comparados com os animais do grupo controle (Figura 28).
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Figura 28 - Atividade da glutationa redutase cerebelar e encefalica em Gallus domesticus
no DPN5. Valores expressos como média * erro padrdo (n = 7 por grupo experimental).
Diferenca significativa: (*) P < 0,05 entre os grupos experimentais.



4.7.3 Atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx)

A atividade da enzima glutationa peroxidase foi significativamente maior no
encéfalo dos pintos do grupo tratado em relagao ao grupo controle. A atividade da
glutationa peroxidase no cerebelo foi maior que no grupo controle, entretanto nao

houve diferenga significativa (Figura 29).
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Figura 29 - Atividade da glutationa peroxidase cerebelar e encefalica em Gallus domesticus
no DPNS5. Valores expressos como média * erro padrao (n = 7 por grupo experimental).
Diferenca significativa: (*) P < 0,05 entre os grupos experimentais.



5. DISCUSSAO

Neste estudo avaliamos na espécie Gallus domesticus o efeito da
exposicdo ao metilmercurio durante o desenvolvimento, a partir do quinto dia
embrionario. Nossos resultados em relacdo a sobrevivéncia mostraram que o
periodo de maior susceptibilidade dos embrides foi durante E15 - E21,
especialmente entre E19 - E20. ROMANOFF & ROMANOFF (1972) relatam que
durante o desenvolvimento embrionario das aves, existem trés periodos
considerados criticos: até o E4 quando tem inicio a embriogénese; no E11
quando ocorre a secregao de varios horménios e respostas proprioceptivas e
auditivas (SCANES et al.,, 1987) e no E19, que de acordo com FREEMAN &
VINCE (1974) os embrides se preparam para a eclosdo através da maturagao
muscular, da absorcdo do liquido do alantdide, da mobilizagdo hepatica de
glicogénio para fornecer a energia durante a ecloséo, e da absorcao do restante
do saco vitelinico na cavidade abdominal. Além disso, o fato de termos utilizado a
injecédo de metilmercurio in ovo, via saco vitelinico, estrutura esta responsavel por
fornecer os nutrientes para o embrido durante o desenvolvimento, pode também
ter contribuido para o aumento dos niveis de mercurio no organismo e
consequentemente causado a interrup¢cdo do desenvolvimento no periodo muito

préximo a eclosao.



Nos estudos de DE WITT e colaboradores (2004), foi mostrado que a
vulnerabilidade do embrido da galinha doméstica nos periodos acima relatados
pode resultar em morte do embrido, em malformagéo, ou em processo neuronal
anormal, levando a mudangas comportamentais.

Ao avaliarmos o ganho de peso corporal diario dos pintos, ficou evidente
que os animais tratados com metilmercurio apresentaram desde o nascimento ao
quinto dia pés-natal, menor peso corporal quando comparado aos animais
controle. Esta condicdo também foi observada em outros estudos realizados com
este metal, como os de CARRATU e colaboradores (2006), onde ratos machos
tratados no periodo pré-natal com o metilmercurio na dose de 8 mg/kg no E15,
apresentaram diminuicdo do ganho de peso durante o primeiro ao vigésimo
primeiro dia pds-natal. Ratos jovens tratados com metilmercurio apresentaram
redugdo de peso a partir do nono dia de tratamento (WAKABAYASHY et al.,
1995) e ratos adultos tratados durante duas semanas com metilmercurio
apresentaram reducao do peso corporal significativa no final do tratamento
(FARINA et al., 2003b). Os estudos acima relatados mostram que o metilmercurio
compromete em algum momento o ganho de peso, e consequentemente, o
crescimento dos individuos. De acordo com SAKAMOTO e colaboradores (1998),
a perda de peso de ratos adultos apds intoxicagdo por metilmercurio € um
fendbmeno tipico da anorexia causada por este metal.

Portanto, esta evidente que o incremento do peso de animais expostos ao
metilmercurio vem sendo utilizado como um parametro de comparagao dos
indices de toxicidade e vulnerabilidade induzidos ao metal, estando diretamente
relacionada a redugdo de reserva energética e massa muscular, o que

compromete o desenvolvimento do aparelho locomotor (CORREA et al., 2004), o



que podera levar a diminuigdo do deslocamento ao local do comedouro e ingesta
de alimento, causando prejuizos nutricionais e inatividade. Apesar de sua
relevancia as informacgodes relativas ao peso corporal de individuos expostos ao
metilmercurio ndo devem ser analisadas isoladamente e sim em conjunto com
outros parametros, como suas caracteristicas comportamentais, estruturais e
bioquimicas, objetivo do presente trabalho.

O repertério comportamental do grupo tratado com metilmercurio apresentou
maior freqiéncia na maioria das categorias observadas, enquanto o grupo
controle apresentou maior freqiéncia apenas no movimento exploratério. O
aumento da interagdo social (aproximagéo dos pintos na caixa-ninho) no grupo
tratado pode estar associado a necessidade de termorregulagédo, de acordo com
os estudos de BURGER & GOCHFELD (1994), a auséncia da mae, e também
pode ter sido agravada ao fato dos pintos deste grupo exposto ao metilmercurio
apresentarem menos movimentos exploratérios. Também, em estudos em
laboratério e em ambiente natural dos efeitos da intoxicagdo em baixos niveis de
chumbo em aves marinhas (BURGER & GOCHFELD, 1995; 2000), foi observado
que o chumbo afetou o crescimento, locomogéo, equilibrio, termorregulagao e
alimentacdo. Em nosso estudo e nos estudos de BURGER & GOCHFELD acima
citados, o fato dos animais do grupo tratado apresentarem maior frequéncia no
movimento de asas pode estar relacionado a tentativa de equilibrar o corpo para a
realizagdo de movimentos e também para auxiliar a autolimpeza, devido a
necessidade das aves em remover os remanescentes extra-embrionarios como
as membranas do ovo, vitelo e casca, mostrando que os metais pesados como o
metilmercurio e o chumbo afetam caracteristicas comportamentais basicas das

aves.



Nos testes de campo aberto padrao e campo aberto com imobilizacido em
camara escura, de um modo geral, os pintos do grupo tratado com metilmercurio
apresentaram periodo de laténcia maior e indices menores de atividade
exploratéria. De acordo com WALSH & CUMMINS, (1976), a imobilidade no
campo aberto geralmente indica altos niveis de estresse. Nesse sentido,
constatamos que em nosso estudo, o metilmercurio elevou os niveis de estresse
no grupo tratado. Nossos resultados no campo aberto foram bastante
semelhantes aos estudos de KIM e colaboradores (2000), em que camundongos
expostos ao metilmercurio no periodo pré-natal apresentaram maior numero de
autolimpeza, menor atividade locomotora e niumero de bolo fecal sem diferenca
significativa entre os grupos. Também em estudos com galinha doméstica em
campo aberto, expostas a um fator estressante (confinamento em local pequeno
com agua), durante a primeira semana de vida, HEIBLUM e colaboradores (1998)
observaram que nos individuos submetidos ao estresse, o periodo de menor
laténcia foi no DPN1 e aumento da atividade locomotora ocorreu a partir do
DPNZ2, retornando ao valor do DPN1 apenas no DPN7. No estudo de DIETRICH e
colaboradores (2005), os camundongos adultos expostos ao metilmercurio nas
doses de 20 e 40 mg/l exibiram declinio no comportamento locomotor em campo
aberto, e FRANCO e colaboradores (2006a) mostraram em camundongos
expostos a este metal no periodo lactacional apresentaram significativo prejuizo
motor no aparelho “rotarod” e redugao na atividade motora no campo aberto. Tais
autores relatam que os prejuizos locomotores induzidos pela exposicdo ao
metilmercurio em roedores estdo relacionados, ao menos em parte, aos danos

cerebelares induzidos por este metal.



A diferenga observada entre os grupos experimentais no teste de campo
aberto com estimulo em plataforma elevada foi que o grupo tratado apresentou os
melhores resultados no segundo dia de teste, entretanto ambos os grupos
apresentaram baixo numero de pintos que atingiram a plataforma, o que pode
estar relacionado ao fato dos pintos de ambos os grupos apresentarem-se
saciados e nao se sentirem atraidos pelo estimulo “ragao”, permanecendo entao
mais tempo explorando o campo aberto em outras areas ou em inatividade.

No teste de campo aberto com estimulo em ambos os grupos
experimentais, no segundo dia de teste (DPNS) o tempo de laténcia foi menor e o
tempo exploratério foi maior, 0 que sugere que os dois grupos experimentais
estavam mais familiarizados aos novos estimulos. Situacido semelhante também
foi observada por RIVERO (2005), em Gallus domesticus expostos ao acetato de
chumbo no quinto dia embrionario e submetidos a este tipo de teste no DPNS e
DPN6, em que o tempo exploratério aumentou no segundo dia nos grupos

experimentais, entretanto o tempo de laténcia diminuiu apenas no grupo controle.

MARIN e colaboradores (1997), ao estudar o comportamento de pintos no
DPN2 no labirinto em “T” apds tratamento com baixas doses de diazepan,
observaram que estes apresentaram melhor desempenho. Tal experimento € um
indicativo de que o teste realizado no labirinto em “T” percebe interferéncias no
medo, ja que os individuos expostos a droga ansiolitica apresentaram maior
frequéncia da alternancia espontanea. Deste modo, podemos sugerir que o
metilmercurio possivelmente atua no processo neurocomportamental relacionado
ao medo, visto que em nossos resultados obtivemos uma porcentagem pouco
representativa de animais do grupo tratado com metilmercurio que apresentaram

o comportamento de alternagdo espontanea e maior tempo de laténcia. Estudos



de MELLO e colaboradores (1998), mostraram uma menor porcentagem de
animais que apresentaram o comportamento de alternancia espontanea no grupo
de ratos expostos ao chumbo no periodo pré-natal, revelando efeito semelhante
ao metilmercurio.

O estudo de DORE e colaboradores (2001) mostra que os camundongos
expostos ao metilmercurio no periodo pré-natal (7° ao 9° dia) necessitaram de
maior numero de sessbes para alternar o brago no labirinto em “T”, quando
comparados aos camundongos expostos as mesmas dosagens de metilmercurio
no periodo pré-natal (12° ao 14° dia), revelando que a aprendizagem e a memoria
foram alteradas nos animais expostos mais precocemente ao metal. Em nosso
estudo, ao comparar o numero de individuos que alternaram o brago durante os
testes de alternancia espontdnea com e sem estimulo luminoso no labirinto em
“T”, observamos que a presenga do estimulo luminoso ndo causou diferenga nos
resultados dos pintos do grupo exposto ao metilmercurio e também estes foram
inferiores quando comparados ao grupo controle, sugerindo que os pintos do
grupo exposto ao metilmercurio apresentaram alteragdes visuais. Estudos clinicos
em humanos apds a exposi¢gado crénica ao metilmercurio revelaram que 60% dos
pacientes apresentaram perda da acuidade visual (ISHILKAWA et al., 1979) e
constricdo do campo visual (HARADA et al., 1978). Também BURBACHER e
colaboradores (2005), em estudos com macacos adultos, expostos a este metal
durante o periodo embrionario, verificaram a perda permanente da visao espacial.

Em nosso estudo, a analise morfométrica comprovou o maior espacamento
entre as células de Purkinje no grupo tratado e consequentemente uma menor
quantidade de células por campo observado, e também menor didmetro do

nucleo. A utilizacdo desta metodologia revelou alteracbes na espessura das



camadas molecular e granular do cortex cerebelar dos grupos experimentais,
comprovando a interferéncia do metilmercurio na organizagdo morfolégica do
cerebelo e, conseqlentemente, na sua fisiologia € no comportamento dos pintos.

No cerebelo de galinha doméstica exposta ao acetato de chumbo RIVERO
(2005) observou alteragdes na distribuicdo de células nas diferentes camadas, na
disposicdo e no espagamento entre elas. BERTOSSI e colaboradores (2004),
observaram na mesma estrutura em embribes de galinha tratados com
metilmercurio que os neurdnios mais severamente afetados estdo na camada
granular e de Purkinje. O comprometimento na camada granular tem sido
bastante documentado tanto em estudos in vitro como in vivo, entretanto em
humanos adultos e ratos no periodo neonatal e adulto, a camada de Purkinje
parece nao ser atingida (WAKABAYASHI et al., 1995; SAKAMOTO et al., 1998,
2002). O fato de o metilmercurio afetar os neurénios da camada de Purkinje em
embrides de galinha corrobora com os estudos de que a vulnerabilidade e a
sensibilidade ao metilmercurio variam de acordo com a espécie animal e a idade
(WAKABAYASHI et al., 1995; KAKITA et al., 2000 a, b; KIM et al, 2000,
BERTOSSI et al., 2004).

Em nosso estudo, pode-se perceber uma maior intensidade da
impregnacao do metilmercurio no cerebelo nos locais correspondentes aos corpos
dos neurbnios e células gliais da camada granular, seguido da camada de
Purkinje e regido medular. Intensidade semelhante a camada de Purkinje e regiao
medular também foi encontrada no tegmento do mesencéfalo, entretanto, na
camada molecular do cértex cerebelar, local com poucos corpos celulares e ricos
em fibras nervosas, pouco se evidenciou a impregnacdo deste metal, indo de

encontro aos estudos realizados em ratos expostos a doses baixas de



metilmercurio, que apresentaram neurdnios predominantemente marcados na
medula espinal (MOLLER-MADSEN, 1990) e no cérebro (MOLLER-MADSEN,
1991). De acordo com o estudo de SCHIONNING & DANSCHER (1999), em ratos
expostos a doses baixas de mercurio os principais alvos da impregnac¢ao do metal
sdo 0s neurdnios, enquanto que na exposicdo em periodos longos ou em doses
elevadas os principais alvos da impregnacédo sao as células gliais. Tais autores
ainda relatam que a distribuicdo da deposicdo do mercurio depende de varios
fatores, incluindo o tecido analisado, a dose utilizada, a duracao da exposi¢ao, o
periodo de sobrevivéncia apds intoxicacdo, bem como a espécie animal.
SAKAMOTO e colaboradores (2004), analisando lesdes cerebrais em
ratos, promovidas pela exposi¢cao ao metilmercurio no periodo neonatal, mostram
a evidente perda neuronal na camada granular no cortex cerebelar bem como,
degeneragao de neurdnios também no nucleo vermelho do mesencéfalo. De
acordo com WAKABAYASHI e colaboradores (1995), a camada granular do
cortex cerebelar, em ratos adultos expostos ao metilmercurio, € uma regido de
maior vulnerabilidade, quando comparada a outras areas cerebrais ou outras
idades. A deposicdo do metilmercurio em nosso experimento pode estar
relacionada ao fato de que, em aves, a barreira hematoencefalica torna-se efetiva
apenas no 10° dia de incubacao (RISAU & WOLBURG, 1990). Como a aplicagao
do metilmercurio no saco vitelinico dos embriées ocorreu no 5° dia, no momento
da exposi¢cdo, ou seja, cinco dias antes da efetivagcdo deste processo, os
embrides apresentavam uma protecdo hematoencefdlica deficiente, o que
permitiu mais faciimente a passagem do metilmercurio. Além disso, ressalta-se a
possibilidade da entrada de metilmercurio ao longo do periodo E5 - E21, sob a

forma de um complexo molecular com o aminodacido cisteina, o qual é faciimente



transportado através de carreadores de aminoacidos neutros (SIMMONS-WILLIS,
et al., 2002).

Analises bioquimicas demonstraram uma significante e positiva correlagéao
entre a atividade da enzima glutationa redutase e os niveis de glutationa reduzida,
tanto no cerebelo quanto no encéfalo dos pintos do grupo tratado com
metilmercurio. De fato, a exposicdo ao metilmercurio parece ter induzido a
ativacédo de todo o sistema antioxidante da glutationa, aumentando as atividades
das enzimas antioxidantes GPx e GR, além de aumentar os niveis de glutationa
no cerebelo e encéfalo. Tendo em vista o importante papel deste sistema
antioxidante na protecado do sistema nervoso central contra o dano oxidativo, este
aumento representa uma resposta compensatoéria de protegao para preservar a
homeostasia redox nestas estruturas. Neste contexto, muitos trabalhos em
roedores tém demonstrado a ativagcao do sistema antioxidante da glutationa apos
insultos pro-oxidativos, inclusive ao metilmercurio (FRANCO et al., 2006a, b).

Nossos resultados revelaram que a espécie Gallus domesticus, nos
estagios precoces de desenvolvimento embrionario, sdo suscetiveis a exposigcao
in ovo ao metilmercurio, sugerindo ser um modelo biolégico adequado e efetivo
para determinar os mecanismos da toxicidade deste metal pesado durante o
processo da embriogénese, em um periodo relativamente curto. Neste contexto,
observou-se uma nitida relagao entre danos morfofuncionais no cerebelo, a partir
de alteragdbes morfolégicas, histolégicas e bioquimicas e variaveis
comportamentais, principalmente alteracdes motoras. Este estudo é o primeiro a
demonstrar alteragdes bioquimicas no sistema da glutationa, danos histolégicos e
depésito de mercurio no cerebelo e mesencéfalo de Gallus domesticus,

associados a alteracdes motoras apos a exposi¢cao in ovo.



6. Consideragoes Finais

Nossos resultados mostram que em Gallus domesticus no periodo
perinatal &€ possivel observar os efeitos da exposi¢cao in ovo ao metilmercurio,
sobre a morfologia, bioquimica e comportamento. O metilmercurio, na dose
utilizada além de comprometer a sobrevivéncia dos embrides e pintos, afetou:

- A morfologia externa em neonatos, causando erros que inviabilizaram a
sobrevivéncia, bem como, a diminuicdo do peso corporal, peso encefalico e
cerebelar;

- O repertério comportamental na caixa-ninho do primeiro ao quinto dia
pos-natal diminuindo a frequéncia dos movimentos exploratérios € aumentando o
tempo de inatividade e a frequéncia dos movimentos anémalos;

- Os testes de campo aberto e a alternéncia do labirinto em “T”
aumentando a laténcia e diminuindo o numero de pintos que realizaram a tarefa;

- A morfologia dos neurénios na regido do tegmento do mesencéfalo, na
regido cortical e medular do cerebelo, regides onde se verificou a deposigdo do
metal;

- A camada de Purkinje, com maior distanciamento entre as células, menor
numero destas por campo analisado e diminui¢gdo do diametro do seu nucleo;

- Os niveis de glutationa no encéfalo e cerebelo, promovendo seu
aumento, bem como, nas atividades das enzimas glutationa redutase em ambas

as estruturas e glutationa peroxidase no encéfalo.



Faz-se necessario alertar para uma maior conscientizacdo a respeito do
uso e da emissdo desse metal pesado no meio ambiente, devido sua

potencialidade teratogénica multipotente nos organismos vivos.
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