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RESUMO

A contaminagdo causada pelo chumbo tem sua origem principal mente nas emissdes atmosféricas, sendo o ar considerado
uma das principais vias de transporte e distribuicdo deste metal pesado no ambiente. A toxicidade do chumbo em embrides
e individuos jovens é bastante expressiva, podendo comprometer o padrado estrutural e funcional das espécies. Estudos tém
demonstrado que em embrides de galinha somente uma exposic¢édo ao chumbo, dependendo da dose ingerida, pode resultar
em malformactes de face e membros, hidrocefalia e reducéo dataxa de eclosdo. O objetivo deste trabalho foi analisar embrides
de Gallus domesticus expostos ao acetato de chumbo para verificar o comprometimento do padréo embrionéario, bem como
a acdo teratogénica deste metal. Foram realizados estudos no Laboratério de Reproducéo e Desenvolvimento Animal/UFSC,
onde 143 embrides de Gallus domesticus foram expostos ao acetato de chumbo nas seguintes doses: 150 ug, 250 ug, 350
1g e 450 pg. O grupo controle (n = 47) recebeu 0,1 ml de solugdo salina nos mesmos dias. Os embrides foram tratados no
3° ou no 5° dia e monitorados durante 6 dias, quando foi avaliada a integridade das estruturas embrionérias. Do total de
individuos tratados com acetato de chumbo, 27 apresentaram o padr&o normal, 34 morreram e 82 apresentaram alteracéo
no padrédo de desenvolvimento (retardo de desenvolvimento (3), malformacdes (14), alteracbes hemorréagicas (65)). Nossos
estudos mostram que nas doses utilizadas o acetato de chumbo modifica o processo de morfogénese, causando alteraces
morfoldgicas caracteristicas, assim, deve haver controle de seu uso e liberacdo no ambiente.
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ABSTRACT

L ead acetate action in embrionic developmental pattern of Gallus domesticus

The contamination for lead has its origin mainly in the atmospheric emissions, being the air considered one of the main
ways of transport and distribution of this heavy metal in the environment. Lead toxicicity in embryos and young individuals
isvery expressive, and can commitment the structural and functional pattern of species. Studies have demonstrated that
only one exposition to lead in chick embryos, depending on the ingested dose, can result in malformations of face and
limbs, hidrocefaly and reduction in the eclosion rate. The objective of this work was analized embryos of Gallus domesticus
exposed to lead acetate in order to verify the commitment of the embryonic pattern as well as the teratologic actions of
the metal. Studies in the Laboratério de Reproducéo e Desenvolvimento Animal/UFSC had been carried through, where
143 embryos of Gallus domesticus had been exposed to lead acetate in the doses: 150 pg, 250 pg, 350 pug and 450 ug.
The control group (n = 47) has received 0.1 ml saline solution in the same days. The embryos had been treated in 3 or
in 5 day, monitorated during six days, when the integrity of the embryonic structures was evaluated. Of the total of in-
dividuals treated with lead acetate, 27 presented the normal pattern, 34 died and 82 had alterated the devel opmental pattern
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(developmental delay (3), malformations (14), hemorrhagic alterations (65)). Our studies show that the lead acetate in
the doses utilizated modified the morphogenesis processes, causing characteristic morphological alterations, awareing to

the use and the release of this metal in the environment.

Key words: lead, toxicity, embrionic development, Gallus domesticus, morphological alterations.

INTRODUCAO

O chumbo é virtualmente onipresente no meio ambiente
como resultado de sua ocorréncianatura e de sua utilizagdo in-
dustrial. Como todo metal pesado, degrada-se lentamente no
ambiente, persistindo durante décadas no solo e no leito dosrios,
e ndo é metabolizado pelos animais, ocorrendo o processo de
bioacumulacdo (EPA, 2001). Desde tempos remotos, quando a
espécie humana comegou a fazer uso das técnicas de metal ur-
gia, aproducdo desses metais aumentou significativamente e seus
efeitos toxicos geraram problemas permanentes, tanto para se-
res humanos como parao meio ambiente. O chumbo e seu sulfato
s30 pouco absorvidos e praticamente inbcuos, no entanto, 0S sa's
solliveis de chumbo, como cloreto, nitrato e acetato, séo consi-
derados venenos muito ativos (Cole & Lee, 1997).

O chumbo é umatoxinaletal comprovadamente carcino-
génica, teratogénica (causa malformacfes estruturais no feto,
baixo peso e/ou disfuncdes metabdlicas e bioldgicas) e téxica
para o sistema reprodutivo (causa disfuncdes sexuais, abortos
einfertilidade) (EPA, 2001). Estudos comprovam que o chumbo
apresenta acdo del etéria sobre o desenvolvimento das espécies
a ele expostas, tais como ratos (Anténio et al., 1999; Dearth
et al., 2002), aves (Narbaitz et al., 1985; Anwer et al., 1988)
e humanos (Zarembski et al., 1983; Rothemberg et al., 1999).

Durante o periodo embrionario, os eventos de proliferacéo
ediferenciacéo celular e 0 processo de sinaptogénese sdo muito
intensos, de modo que aintoxicacdo pelo chumbo nesse periodo
acarretara graves conseqiiéncias ao padrado estrutural e fun-
cional do corpo dos individuos (Moreira et al., 2001).

Os embrides de aves e, em especial, 0 de galinha sdo
utilizados freqiientemente como modelo em embriologia
experimentd devido ao fato de os ovos serem de fécil manuseio,
volumosos e ricos em vitel o, de os embriBes desenvolverem-
se apenas na regido superior do ovo e de 0 processo ser
relativamente curto e poder ser acompanhado diariamente em
Iaboratdrio, permitindo assm avaliar aacéo de agentes exdgenas,
como o acetato de chumbo, e as alteragdes induzidas por eles
durante o periodo embrionario. Embrides de galinha expostos
ao chumbo e ao zinco no sétimo dia de desenvolvimento e
analisados no vigésimo dia apresentavam microftalmia,
hidrocefalia e deformidades no bico, membros e tronco (Anwer
et al., 1988), e quando expostos apenas ao chumbo, hemorragias
intra e extra-embrionarias e necrose cefdlica (Narbaitz et al.,

1985). O proposito deste estudo foi analisar a agéo do acetato
de chumbo sobre o desenvolvimento embrionério de Gallus
domesti cus expostos no terceiro e quinto dias e analisados apos
saisdias, afim de verificar se esse meta € capaz de comprometer
o0 desenvolvimento normal da espécie.

MATERIAISE METODOS

Ovosfertilizados de Gallus domesticus foram incubados
em estufa (38°C), com a umidade atmosférica sendo mantida
por 500 ml de &gua trocada a cada 3 dias. No terceiro (E3)
ou quinto (E5) dia de incubacéo, em ambiente asséptico, efe-
tuou-se naface mediana do ovo uma abertura de cercade 1
cm de diémetro, para observac&o do embri&o e administra-
¢do do acetato de chumbo (n = 143) nas doses de 150 ug, 250
ug, 350 ug e 450 ug, diluidas em 0,1 ml de solucédo salina.
Com o auxilio de uma agulha hipodérmica, essas doses fo-
ram injetadas na vesicula vitelinica, proxima ao embrido, a
uma profundidade de até 1,0 mm (Takamatsu & Fujita, 1971).
O grupo controle (n = 47) recebeu 0,1 ml de solucéo salina
nos mesmos dias. Apos o tratamento, os orificios foram co-
bertos com fita adesiva transparente e 0s ovos recolocados
na estufa e observados diariamente durante seis dias. Decorrido
esse tempo (E9 e E11, respectivamente), os ovos foram co-
locados 10 minutos em um refrigerador (4°C) para dessen-
sibilizar os embrifes e posteriormente retirados os anexos
embrionarios para proceder a analise macroscopica e estereos-
copica (10X) daintegridade das estruturas embrionérias, de
acordo com as descric¢fes de Hamburguer & Hamilton (1951)
e republicacéo de Sanes (1992).

RESULTADOSE DISCUSSAO

A andise morfol bgica dos embrides tratados com o acetato
de chumbo permitiu caracterizar trés grupos distintos:

Grupo 1 —embrides aparentemente normais (Figura 1A).

Grupo 2 — embrides com hemorragias visiveis, carac-
terizadas por extravasamento sangliineo nas vesiculas cerebrais
(hemorragia cefdlica) (Figura 1B), hemorragias cefdlicae
lombar (extensa area de acimulo de sangue desde as vesiculas
cerebrais até aregido caudal do corpo do embri&o) e hemor-
ragia extra-embrionéria (localizada na regi&o fora do cor-

po).
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Grupo 3 — embrides com alteragdes do padrao normal,
como extrusdo visceral (com 6rgados dispostos fora da cavi-
dade abdominal) (Figuras 1D), extrusdo cerebral (as vesiculas
encontram-se de forma desorgani zada posicionadas fora da
caixa craniana), malformacdes da face, ciclopia, hidrocefaia
e atraso de desenvolvimento (tamanho inferior ao esperado
para a idade, primérdio de formac&o do bico, pelelisae
membros pouco desenvolvidos) (Figura 1C).

Os embirides tratados apenas com salina (controle) apre-
sentaram peguenos focos hemorrégicos, néo mostrando, porém,
alteracOes das caracteristicas morfol gicas da espécie (Tabela
1 eFiguras 2 e 3). De acordo com Rodier (1995), o processo
de desenvolvimento embrionario estd normamente sujeito a
erros; entretanto, a repeticdo e representatividade das ateracdes
morfol bgicas e malformacdes expressam ainterferéncia de
um fator exégeno, como o acetato de chumbo, sobre o padréo
normal de desenvolvimento da espécie.

De acordo com os nossos resultados (Tabela 1) foram
observadas alteracdes hemorragicas naregido cefaica (HC)
ou nas regides cefédlica e lombar (HC + HL) tanto em indi-
viduos tratados com acetato de chumbo quanto nos individuos
controle. Contudo, o nimero de individuos que apresentaram
estas dteracdes é significativamente maior nos grupos tratados,
0 que mostra a interferéncia do acetato de chumbo sobre a
morfogénese embrionéria. Narbaitz et al. (1985) administraram
uma Unica dose de nitrato de chumbo na cAmara de ar de ovos
de galinha no décimo dia de incubacdo e observaram, vinte
e quatro horas depois, pequenos e mulltiplos focos de hemorragia
intra e extra-embrionéria na maioria dos embrides analisados,
evidenciando que alteracdes hemorragicas sdo caracteristicas
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daacdo do chumbo, independente da dose utilizada e daidade
embrionéria avaliada

Quanto ao padréo de desenvolvimento, os animais tra-
tados no terceiro dia com 350 g de acetato de chumbo foram
0s que apresentaram maior ateracdo do padréo (25%), quando
comparados aos demais grupos (Tabela 1). Considerando que
Anwer et al. (1988) afirmam que 50 g de chumbo injetado
em E7 sdo suficientes para causar grande comprometimento
das estruturas embrionarias, nas concentracdes utilizadas em
Nossos estudos seria esperada a ocorréncia de malformacdes.
De acordo com Pérez-Coll et al. (1988), embrides de anfibio
Bufo arenarum, submetidos a diferentes concentracfes de nitrato
de chumbo (0,12 a 32 ng/L), apresentaram altaincidéncia de
alteracGes morfol dgicas (neurulacdo parcial, atraso do desen-
volvimento e microcefaia), principa mente os embrides tratados
nas concentragdes abaixo de 1 pg/L. Nas concentragdes mais
atas houve aumento gradual da teratogénese e |etalidade.

Nossos resultados, como 0s dos autores citados, demons-
traram que Gallus domesticus, nos estagios precoces de de-
senvolvimento embrionério, S8 muito suscetivels a exposi¢ao
a agentes toxicos. O acetato de chumbo, nas doses utilizadas,
pode ser caracterizado como um agente teratogénico
multipotente, capaz de alterar o desenvolvimento embrionario
normal — interferindo nos mecanismos de formacdo de véarios
sistemas organicos e causando efeitos adversos, como atra-
S0 no desenvolvimento, ateracBes no padréo do Sistemanervoso
e malformacbes —, podendo inclusive levar a morte. Este estudo
alerta para a necessidade de maior conscientizacdo a respeito
do uso e da liberacdo de poluentes dessa natureza no meio
ambiente.

Figura 1 — Embrides de Gallus domesticus. A: E9 — controle, padréo normal de desenvolvimento; B: E9 — 150 pg, alteragdes hemorrégicas,
C: E9 — 250 g, atraso do desenvolvimento; e D: E9 — 350 ug, extruséo visceral. Escala — 0,769 cm.
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Tabela 1 — Andlise comparativa dos embrides de Gallus domesticus
submetidos a diferentes doses de acetato de chumbo e individuos controle.”

Acetato de chumbo (ug)
Embrides 150 250 350 450 Controle
E9 E11 E9 E11 E9 E11 E9 E11 E9 E11
(N=21) (N=200 (N=17) (N=17) (N=16) (N=17) (N=20) (N=20) (N=23) (N=24)
AP 23,8% 20% 17,6% 25% 20% 10%
HC 47,6% 50% 35,3% 37,5% 50% 50% 13% 12,5%
HC+L 23,5% 17,6% 20% 4,2%
HE 11,8%
Normal 14,3% 10% 17,6% 47,1% 12,5% 41,2% 10% 43,5% 41,6%
Morte 14,3% 20% 29,4% 29,4% 25% 29,4% 20% 20% 43,5% 41,6%

2. AP = alteragBes do padréo normal, HC = hemorragia cefélica, HC + L = hemorragia cefélica + lombar, HE = hemorragia extra-embrionaria.
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Figura 2 — Andlise morfol 6gica dos embrides tratados com acetato de chumbo em E3 com as
diferentes doses e analisados em E9. Alteragéo do padréo (AP), hemorragia cefdica (HC).
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Figura 3 — Andlise morfol 6gica dos embries tratados com acetato de chumbo em E5 com as diferentes doses e analisados em E11. Alteracdo do
padréo (AP), hemorragia cefdlica (HC), hemorragia cefélica + lombar (HC + L), hemorragia extra-embrionéria (HE).
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