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RESUMO

A terapia fotodindmica baseia-se na administracdo de uma substancia fotossensibilizadora sob
ativacdo luminosa através da emissdo de comprimento de onda adequado na presenca de
oxigénio molecular. As reacdes fotoguimicas e fotofisicas desencadeiam na destrui¢do do
tecido irradiado, seja pela leséo celular ou vascular. Sendo assim, as principais aplicacdes
terapéuticas da terapia fotodinamica séo a terapia oncoldgica e o e o tratamento de disturbios
relacionados a neovascularizagdo. Para o desenvolvimento de protocolos que possam ser
utilizados na pratica clinica, utiliza-se 0 modelo experimental da membrana corioalantoide de
embrido de galinha. Diante disso, este trabalho teve o objetivo de avaliar o efeito vascular da
terapia fotodindmica, com o uso da porfirina meso-tetrametilpiridil aplicada pela via tépica na
membrana corioalantoide, na dose de 100uM. Foram adquiridas imagens antes do tratamento e
a cada 30 minutos apos a aplicacdo, até completar cinco horas de avaliacdo. Essa analise foi
baseada na resposta vascular geral, quantificando a &rea vascular em pixels e obtendo a reducédo
vascular em porcentagem; e na analise visual macroscopica e microscépica. As principais
alteracdes identificadas foram vasoconstrigdo, formagdo de trombos, atrofia do mesoderma,
fibrose perivascular, hiperemia de capilares ectodérmicos e necrose da membrana
corioalantoide. A reducdo vascular ap6s a terapia fotodindmica foi de 35%, enquanto que o
tratamento com a irradiacdo luminosa (14%), solvente (5%) e fotossensibilizador (23%) nédo
apresentaram resultados significativos. Sendo assim, apesar de todos os tratamentos terem
promovido alteracBes macroscopicas e microscopicas na membrana, a reducdo vascular do
grupo tratado com a terapia fotodinamica utilizando a porfirina meso-tetrametilpiridil foi
superior em relacéo aos tratamentos com a luz e com o solvente. Dessa forma este tratamento,
nessas condigdes, apresenta um potencial uso no tratamento de distirbios que tem como alvo a
vascularizagéo.

Palavras-chave: angiogénese, vascularizagéo, fotossensibilizacao, porfirina cationica, TMPP
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ABSTRACT

Photodynamic therapy is based on the administration of a photosensitizing substance under
light activation through the emission of an appropriate wavelength in the presence of molecular
oxygen. Photochemical and photophysical reactions trigger the destruction of the irradiated
tissue, either by cellular or vascular injury. Therefore, the main therapeutic applications of
photodynamic therapy are cancer therapy and the treatment of disorders related to
neovascularization. For the development of protocols that can be used in clinical practice, the
experimental model of the chorioallantoic membrane of a chicken embryo is used. Therefore,
this study aimed to evaluate the vascular effect of photodynamic therapy, with the use of meso-
tetramethylpyridyl porphyrin applied topically to the chorioallantoic membrane, at a dose of
100uM. Images were acquired before treatment and every 30 minutes after application, until
completing five hours of evaluation. This analysis was based on the overall vascular response,
quantifying the vascular area in pixels and obtaining the vascular reduction in percentage; and
in macroscopic and microscopic visual analysis. The main alterations identified were
vasoconstriction, thrombus formation, mesoderm atrophy, perivascular fibrosis, hyperemia of
ectodermal capillaries and necrosis of the chorioallantoic membrane. Vascular reduction after
photodynamic therapy was 35%, while treatment with light irradiation (14%), solvent (5%) and
photosensitizer (23%) did not show significant results. Thus, although all treatments promoted
macroscopic and microscopic changes in the membrane, the vascular reduction of the group
treated with photodynamic therapy using meso-tetramethylpyridyl porphyrin was superior in
relation to treatments with light and solvent. Thus, this treatment, in these conditions, has a
potential use in the treatment of disorders that target vascularization.

Keywords: angiogenesis, vascularization, photosensitization, cationic porphyrin, TMPyP
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1. INTRODUCAO

A terapia fotodindmica (PDT - photodynamic therapy) é uma modalidade
terapéutica minimamente invasiva que vem, desde o final do século XX, apresentando
resultados relevantes em diversas areas da saude. A PDT tem sido usada no tratamento
oncoldgico' > e de doencas vasculares®’®, bem como no tratamento de infecgBes e inativacéo
de microorganismos®?4. Seus efeitos se baseiam na interacio entre um agente
fotossensibilizador (PS - photosensitizer), oxigénio molecular e irradiacdo luminosa de
comprimento de onda adequado ao PS. Essa interacdo promove reacgdes fisicas e quimicas que
provocam a formacdo de radicais livres e espécies reativas de oxigénio responsaveis pela
toxicidade celular e lesdo vascular, bem como reacio inflamatoria?® 2% 102,

A PDT possui uma caracteristica altamente seletiva devido a preferéncia do PS pelo
tecido proliferativo e pela aplicacdo da luz diretamente na lesdo?"1%?, As respostas a PDT
dependem do agente fotossensivel utilizado, do grau de oxigenagdo do tecido, das condi¢des de
iluminacdo e do tipo de células envolvidas. No entanto, ha relatos que mostram a limitacdo do
seu efeito em tumores solidos, devido a caracteristica hidrofobica da maioria dos PS e a
dificuldade de absorcéo da droga e da penetracao da luz nos tecidos alvos, além da possibilidade
de promover angiogénese?%,

Diante disso, para melhor eficacia terapéutica, tende-se a combinar protocolos de
PDT (com diferentes PS e fontes de luz) com outras modalidades de tratamento como
quimioterapia, radioterapia, e uso de substancias antiangiogénicas, por exemplo. Assim, aPDT
além de provocar citotoxicidade e potencializar a lesdo vascular, também sensibiliza as células
aos quimioterapicos ou a radiacdo ionizante promovendo protocolos mais eficazes com menor
dose ou menor exposicio, e consequentemente, menos efeitos colaterais?®2%31,

Nesse contexto, a PDT vascular vem desta necessidade de aumentar a eficacia da
PDT convencional, tendo como alvo 0s vasos sanguineos aberrantes ou que nutrem o tecido
tumoral. Esta modalidade de PDT promove a morte celular pela acdo fotodinadmica direta, bem
como pela hipoxia e desnutrigdo tecidual?®2°*°, Estes efeitos sdo consequéncia de uma série de
eventos vasculares pos-tratamento, como por exemplo, lesdo no endotélio, aumento das juncbes
intercelulares endoteliais promovendo formacao de trombo, além de vasoconstricédo e estase do
fluxo sanguineo’® 7.

Um modelo para estudo dos efeitos vasculares da PDT é a membrana corioalantoide
(CAM) de embrides de galinha. E um modelo animal de facil implementaco laboratorial e de

baixo custo, que consiste em uma rede vascular bem definida, ampla, transparente e com
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reduzida espessura, que dentre outras vantagens, permite a visualizagdo direta e microscopica
da vascularizagdo antes, durante e apds o tratamento’®8%81 O PS pode ser administrado pela
via topica ou sistémica (geralmente intraperitoneal ou intravenoso) e apds um periodo de
incubago para absorcéo e biodistribuicdo, é entdo submetido a fotoativacao’®88L,

Faz-se necessario o estudo dos efeitos das moléculas fotossensibilizadoras tanto em
modelos experimentais quanto em ensaios clinicos, para determinar sua eficacia e assim
desenvolver futuros protocolos baseados no seu potencial uso isolado ou em associacdo. Os
efeitos vasculares de diversos PS ja foram relatados neste modelo de membrana
CAMB4106.109.110 - A classe mais estudada é a das porfirinas tetrapirrdlicas, devido sua alta
efetividade. A porfirina meso-tetrametilpiridil (TMPP) é uma representante, tanto que alguns
estudos ja estabeleceram doses terapéuticas, viabilidade celular e producéo de espécies reativas
de oxigénio a depender da concentracéo deste PS e condicdes de iluminagio utilizadas'?193:105,
No entanto, ndo foram encontrados relatos da agdo da TMPP na PDT vascular em modelo
experimental CAM.

O proposito deste trabalho foi investigar as les6es na vascularizacdo induzidas pela
acao fotodindmica da TMPP pela via topica em modelo in vivo de membrana corioalantoide de
galinha. Compreender 0 mecanismo das lesBes associado as caracteristicas do
fotossensibilizador e fotoativacdo, permite otimizar os protocolos de PDT. A investigacédo
macroscopica e microscépica sugere que a PDT vascular utilizando a TMPP como
fotossensibilizador tenha um potencial efeito vascular, promovendo principalmente angio-

oclusdo e/ou vasoconstricdo, estase sanguinea, formacdo de trombos e lesdo celular.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Historico

O uso de componentes que apresentam propriedades terapéuticas quando expostos
a luz solar no tratamento de doencas, € documentado ha mais de 3000 anos. Civiliza¢des antigas
como 0s egipcios, chineses e indianos ja utilizavam a luz solar no tratamento de doengas
cutdneas como psoriase, vitiligo e até mesmo o cancer?®=3?, Porém a aten¢io da comunidade
cientifica a respeito dessas praticas terapéuticas se deu por volta de 1800 com estudos a respeito
das reacdes quimicas e fisicas derivadas de diversos comprimentos de onda do espectro
eletromagnético. Somente em 1901, o médico dinamarqués Niels Finsen publicou o livro La
Phototherapie, relatando os primeiros conceitos dos efeitos fisioldgicos da luz sobre as células.
Além disso, indicou técnicas para o tratamento de infec¢bes cutaneas usando luz
monocromatica, que foram amplamente utilizadas na prética clinica por médicos da época.
Desta forma, tais descobertas lhe renderam o Prémio Nobel de Medicina em 1903%:323,

A introducao do uso de substancias fotossensibilizadoras na fototerapia ocorreu por
volta de 1890. Um estudante de medicina, Oscar Raab percebeu acidentalmente que a
associacédo de luz com o corante laranja de acridina em uma lamina com Paramecium, provocou
amorte do protozoario®-34, Em 1904, os pesquisadores alemées Herman von Tappeiner e Albert
JodlIbauer perceberam a importéncia da presenca do oxigénio nas reacfes observadas pelo
estudante, criando o termo “reagdo fotodinamica”?®>**. Alguns anos mais tarde, em 1910,
Hausmann demonstrou o potencial anti-angiogénico do fotossensibilizador hematoporfirina em
tumores de ratos expostos a luz solar, e suas propriedades menos toxicas comparadas aos
corantes?. A partir de entdo novos estudos se sucederam e varios pesquisadores demonstraram
a capacidade de acumulacéo seletiva de fotossensibilizadores porfirinicos em tumores obtendo
resultados satisfatorios no tratamento do cancer usando a PDTZ%,

O inicio da terapia fotodindmica na medicina veterinaria foi a partir dos anos 1980,
quando Thomas Dougherty publicou o primeiro estudo utilizando tumores solidos em cées e
gatos. A partir de entdo, diversos estudos foram realizados, com resultados satisfatorios, na
tentativa de estabelecer protocolos de tratamento para limitados tipos de neoplasias e espécies?.
Apesar do grande potencial como alternativa terapéutica, ainda existem poucos estudos quando
comparados com outras areas da saude. Tanto que somente em 2016 foi publicado o primeiro

livro direcionado a PDT veterinaria.
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2.2. Radiacdo eletromagnética e fontes de luz

O mecanismo de agdo da PDT consiste na interacdo de trés elementos: um agente
fotossensibilizador (PS), uma fonte de luz e oxigénio molecular. O entendimento dos
mecanismos da terapia fotodindmica necessita de conhecimento multidisciplinar. Sabe-se que
€ necessario que a molécula do fotossensibilizador seja excitada ao absorver um féton e, ao
reagir com o oxigénio molecular provoque a formacao de moléculas de radicais livres e espécies
reativas de oxigénio, levando a lesio celular®’

A interacdo entre mateéria e luz, para que ocorra a absorcao de fotons, depende do
nivel de energia emitido e de acordo com o espectro de radiacdo eletromagnética (Figura 1), a
energia é inversamente proporcional ao comprimento de onda®’. Radiagdes com comprimentos
de onda maiores, como as ondas de radio e micro-ondas, penetram mais profundamente nos
tecidos, mas ndo possuem energia suficiente para provocar a excitacdo de elétrons na camada
de valéncia da matéria. No entanto, os raios X e gama provocam a remog¢do dos elétrons da
camada de valéncia devido sua alta energia®?®" sendo, portanto, utilizados nas radioterapias

ionizantes convencionais®®

V\/\/\A/\/\AN\/V\/V\/\ANWWVW

tipo de radiacao radio micro-ondas infravermelho visivel ultravioleta raiosX raios gama

comprimento de onda 10°m 107%m “m 05x10°m  10°m  10m 10"%m

Escala aproximada
do comprimento
de onda

nucleo
edificios  humanos borboletas pontada protozoarios moléculas ~ atomos .o

10* 10® 10% 101 10 10" 10°

W g g a1
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FIGURA 1 - Diagrama adaptado do espectro de radiacdo eletromagnética, com énfase no
espectro de luz visivel e seus respectivos comprimentos de onda
Fonte: elaborado pelo autor com adapta¢des39,40
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Dessa forma, radiacOes dentro da janela fototerapéutica, com comprimento de onda
(M) entre 300 a 900 nm®” ou segundo outros autores, entre 600 a 800 nm*2*® possuem energia
suficiente para a excitacdo eletrénica com precisdo e especificidade molecular®’, permitindo
uma penetracéo tecidual de até 2 cm®®. Portanto, na terapia fotodinamica sdo utilizadas fontes
de luz que emitem ondas proximas a radiagdo ultravioleta, espectro de luz visivel e ondas
proximas a radiacdo infravermelha®’.

Conforme postulado em meados 1890 por Raab, o papel da luz na PDT é
inquestionavel, tanto quanto o papel do fotossensibilizador®>3*. O ideal é que haja uma
sobreposicao entre 0 espectro de absorcdo do PS e o espectro de emissédo da fonte de luz. Para
a irradiacdo luminosa séo considerados dois principais fatores: a quantificacdo da poténcia e
fluéncia de luz aplicada. A poténcia ou irradiancia, expressa em miliwatts por centimetro
quadrado (mW/cm?) refere-se a intensidade de luz distribuida; enquanto a fluéncia é a
quantidade de luz aplicada, expressa em joules por centimetro quadrado (J/cm?). O tempo de
tratamento quantificado em segundos deriva da relacdo entre esses dois fatores, de acordo com
a equacio*>*3:

[T = Fluéncia/Poténcia] 1)

Para a escolha da fonte de luz ou dispositivo de fibra Optica que distribuirad a
radiagdo, deve-se considerar o espectro de absorcdo do PS e localizagdo, tamanho,
acessibilidade e caracteristicas do tecido alvo, garantindo uma distribuicdo suficiente e
homogénea?”*. Os lasers, principalmente os lasers de diodo sdo as fontes de luz do tipo
coerente mais utilizadas na PDT®¢%4, Outra opgéo de dispositivo inclui os diodos emissores de
luz (LED), que ao contrério dos lasers, sua luz n&o é monocromatica. Porém, possui uma largura
no espectro de emissao relativamente estreita***4 com comprimentos de onda de saida, variando
entre 630 nm a 690 nm®,

Alternativamente, as fontes de luz ndo-coerentes (lampadas convencionais) e a luz
solar sdo amplamente disponiveis. Além disso, possuem baixo ou nenhum custo,
respectivamente, e sdo consideradas uma opcao para a irradiacdo, ja que por emitirem o espectro
de luz visivel, possuem grande diversidade de comprimentos de onda capazes de ativar o PS¢,
Sendo assim, uma dosimetria complexa, que considera a dose total, a intensidade, o tempo e 0
modo de irradiacdo da luz, é necessaria para controlar os fatores que afetam a eficacia da

irradiacio e da resposta clinica a PDT?®,
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2.3. Reacao fotodindmica

Para que a reacdo fotoquimica aconteca, o0 comprimento de onda emitido deve
enquadrar o espectro de absorcdo do PS (Quadro 1). Assim, uma molécula em seu estado
fundamental (PSo) assumira um estado excitado ap0s a absorcdo de um foton, desde que a
diferencga de energia entre esses dois estados seja compativel com a energia presente no foton

absorvido®’.

QUADRO 1 - Agentes fotossensibilizadores e seus espectros de absor¢ao

FOTOSSENSIBILIZADOR COMPRIMENTO DE ONDA

Derivado de hematoporfirina (HpD) 630 nm
m-tetrahidroxifenilclorina (m-THPC) 652 nm
Derivado de benzoporfirina (BPD) 690 nm
Porfirina meso-tetrametilpiridil (TMPP) 480 — 700 nm
Silicio ftalocianina (Pc4) 675 nm

Azul de metileno 660 nm

Rosa bengala 540 nm
2-(1-Hexyloxyethyl)-2-devinyl pyropheophorbide (HPPH) | 665 — 680 nm
Veteporfin 689 — 693 nm
Acido aminolevulinico (ALA) e seus ésteres 635 nm

Fonte: Li et al.®%; Dobson et al.*; Agostinis et al.**; Gongalves et al.®’

O PS em seu estado fundamental esta na forma singleto (*PSo ou *PS) e possui dois
elétrons com spin opostos em um mesmo orbital na camada de valéncia. A exposicao a luz na
PDT o faz absorver um foton e assumir um estado excitado singleto (*PS*) por meio da inversio
de um spin para um orbital mais energético. Esta molécula possui uma caracteristica muito
instavel, fazendo com que ela libere energia através da emissao de fluorescéncia ou calor e
também realize um cruzamento intersistema (CIS). O CIS é um processo em que ndo ha
absorcdo ou emissdo de radiacdo, no qual uma molécula excitada decai a niveis menos
energéticos. Dessa forma, o !PS* rapidamente decai, por meio de uma rotagdo de um dos spin
de elétron em um dos orbitais, para um estado excitado tripleto (3PS*) mais estavel e com menos
energia®’ 4,

Moléculas em estado tripleto tendem a reagir com outras moléculas no mesmo
estado. No entanto, a grande maioria das moléculas existentes possui um estado fundamental
singleto, exceto o oxigénio molecular, cujo estado fundamental é o tripleto (*02). Como essas
duas moléculas tripleto possuem apenas dois elétrons na camada de valéncia, ocupando orbitais
diferentes, e com spin na mesma direcdo, essa relagdo intermolecular (3PS* — 20>) é o fator

predominante para que ocorra a PDT?.
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O diagrama de Jablonski (Figura 2) exemplifica as reacdes fotofisicas
predominantes, através da representacdo molecular dos niveis de energia. As transi¢fes entre
0s estados excitados (singleto e tripleto) para retornar ao estado fundamental do PS podem ser
radiativas e ndo radiativas. As transi¢Oes radiativas entre dois estados eletronicos semelhantes
(singleto-singleto) ou diferentes (tripleto-singleto), envolvem a perda de energia através da
emissdo de fotons por fluorescéncia ou por fosforescéncia, respectivamente. Além disso, as
transicOes ndo radiativas para o estado tripleto (mais estavel e de menor energia) do PS ou até
mesmo para seu estado fundamental podem ocorrer por liberacdo de calor, conversao interna

ou através de cruzamento intersistema3’ .

Fotossensibilizador excitado
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FIGURA 2 - Diagrama de Jablonski adaptado.As setas continuas (verdes e amarela) representam
transicdes radiativas e as setas tracejadas (pretas) representam transi¢cdes nao-radiativas.
Os quadrados correspondem aos orbitais da camada de valéncia e as setas menores
representam os spin dos elétrons. As moléculas excitadas estdo em vermelho.
Fonte: elaborado pelo autor, adaptado de Sabino & Hamblin®” e Agostinis et al.**

Essas reagdes fotofisicas ocorrem muito rapidamente, especialmente entre estados
excitados do PS, haja vista que algumas dessas reacfes ocorrem em escalas de micro a
nanosegundos. No entanto, a transi¢do do estado tripleto do PS para seu estado fundamental
pode ocorrer em microssegundos a dias. Essa menor velocidade promove um tempo maior para
que ocorram as reagdes quimicas e interacbes moleculares que provocam as lesdes celulares
desejadas na PDT®,

A base da PDT é a destruicdo tecidual pelo estresse oxidativo. Portanto, a partir
dessa interaco entre o 3PS excitado e 302 molecular, podem ocorrer dois tipos de reago: tipo
I e tipo 11. Na reacdo tipo I, ha a transferéncia de um elétron do 3PS* para o 20, formando
radical superoxido, radical hidroxila e peroxido de hidrogénio, iniciando uma cascata de

eventos bioquimicos®>%3" Na reacdo tipo 11, ha a transferéncia de energia do 3PS* para o0 302
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e entdo o 30, passa a assumir um estado excitado singleto (*O2*). Apds essa transferéncia de
energia, 0 3PS* volta ao seu estado fundamental®’44,

Essas espécies reativas de oxigénio (ERO) como radicais livres, perdxido de
hidrogénio e oxigénio singleto, por exemplo, possuem propriedades citotdxicas, e sdo resultado
de reacOes (tipo | e IlI) que ocorrem simultaneamente. Essas reacdes dependem das
caracteristicas do PS, assim como das concentragdes de oxigénio em seu estado fundamental e
outros substratos presentes nessas reacdes®>34. A maioria dos PS tendem a provocar a reagio
tipo 11, dando ao YO, um papel importante na citotoxicidade desejada da PDT343744, Além disso,
relata-se uma reacao tipo I11, oxigénio-independente, caracterizada pela lesdo celular direta pelo
PS excitado. O desenvolvimento de PS que preferencialmente direcionem a reacéo
fotodindmica para os tipos Il e 111, auxilia no aumento da efetividade da PDT, sobretudo em

tumores que apresentem regides hipdxicas* 44,

2.4. Fotossensibilizadores

O PS é um composto quimico capaz de ser fotoativado, e possui maior afinidade
pelo tecido tumoral ou por lesdes por meio de mecanismos complexos e pouco
compreendidos®2343650  No entanto atribui-se essa caracteristica ao fato de que o
microambiente tumoral e de doengas vasculares apresentam proliferacdo endotelial associada a
alteracdes circulatorias como aumento da permeabilidade vascular®®. Assim, a via de aplicacéo
do PS em ensaios ou pratica clinica pode ser topica, sistémica (oral, intravenosa, intranasal®?),
instilados em 6rgdos ocos® ou intralesional/intratumoral*®>2. Além disso, em modelos
experimentais também relata-se a via intraperitoneal %,

Os PS disponiveis para uso na PDT podem ser classificados de acordo com sua
estrutura molecular®™®. A classe mais numerosa, cujas moléculas sdo as mais utilizadas
atualmente é a dos tetrapirrois®. Essa estrutura tetrapirrélica é semelhante a protoporfirina
encontrada na hemoglobina®. Neste grupo estdo inclusos os PS porfirinicos, clorinicos,
bacterioclorinicos e ftalocianinicos®.

Existe uma diversidade de moléculas fotossensibilizadoras com caracteristicas
variadas, e por isso, a produgdo comercial de PS é um desafio. Pesquisadores e laboratorios tem
preocupado em introduzir componentes e/ou modificar a estrutura das moléculas para (1)
permitir a estabilidade uma vez que tendem a se agregar, diminuindo o tempo de vida do seu
estado tripleto, e consequentemente reduzindo a formacéo de 1O; (11) aumentar a producéo de

oxigénio singleto; (111) favorecer a distribuicdo do PS no tecido alvo, (1V) ter afinidade por
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alvos subcelulares, (V) ndo ser toxico até a sua fotoativagdo e (V1) ser solivel em agua ou outro
solvente biocompativel®23334:353650 dentre outras caracteristicas consideradas ideais.

Levando em consideragdo essas caracteristicas, as porfirinas catibnicas sdéo muito
estudadas atualmente pois apresentam caracteristica anfifilica. Sendo assim, sua estrutura
hidrofilica permite se dissolver em solucGes aquosas, e sua por¢do hidrofobica permite se ligar
a componentes celulares e subcelulares, facilitando sua entrada e acumulagdo®1,

A porfirina meso-tetrametilpiridil (TMPP) (Figura 3) apresenta propriedades
fotofisicas de interesse para tratamentos clinicos, pois possui caracteristica catidnica,
conferindo afinidade pelo tecido tumoral além de alvos subcelulares®’#112, Possui facilidade
de ligacdo a sitios de carga negativa na membrana celular, favorecendo sua localizacéo
lisossbmica por endocitose. Por este motivo, apos fotoativacdo, ha liberacdo de enzimas
lisossémicas no citosol, promovendo a morte celular e na matriz extracelular provocando

liberagdo de mediadores inflamatorios!t®.
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FIGURA 3 - Representagdo esquematica da
estrutura quimica da porfirina
meso-tetrametilpiridil (TMPP).
Fonte: Pubchem?%

Possui alto rendimento quantico de oxigénio singlete no seu estado tripleto
(excitado), além de ser capaz de se ligar e interagir com o0 DNA®" 88111112113 ' Além disso, pode
promover morte celular por apoptose ou senescéncia através da diminuicdo do telémero e
interferéncias na replicacdo do DNA. Por isso, tem potencial para tratamento oncologico, mas
ainda sdo necessarios estudos profundos para compreender os efeitos bioldgicos dessas

caracteristicas'!*. Por apresentar fluorescéncia, acumulacdo e lenta eliminagéo celular além da
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ligacdo aos acidos nucleicos, a TMPP tem também potencial para uso em exames de imagem
diagndsticos para neoplasias't112,

Outra caracteristica que confere vantagem no uso da TMPP €é o transporte da
molécula tanto por lipoproteinas de baixa (20%) quanto de alta densidade (80%). Sugere-se
uma relacdo entre o transporte através de lipoproteinas de baixa densidade promover necrose
celular, enquanto o transporte por lipoproteinas de alta densidade como a albumina promover
lesdo vascular'?, Sua atividade pds-fotoativacio possui ampla variedade de alvos como células
tumorais e microorganismos como Virus, protozoarios e bactérias — inclusive Gram negativas
que sabidamente possuem maior resisténcia bacterianal®410115,

Considerando o espectro de absorcéo (Figura 4), a TMPP apresenta seu pico de
absor¢ao maxima (banda de Soret) em A=420 nm. Os picos menores de absor¢do (bandas Q)

correspondem a A=518 nm, 553 nm ¢ 586 nm.
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FIGURA 4 - Espectro de absorcao do fotossensibilizador TMPP. A banda
de Soret (pico de absorcdo maxima) e as bandas Q estéo
identificadas com seus respectivos comprimentos de onda
em nm.

Fonte: arquivo pessoal.

Apesar de ser hidrofilica, neste estudo foi diluida em PBS a 10% de etanol, para
que essa solucdo pudesse ser avaliada e seus resultados utilizados futuramente em outros
estudos com a associacdo desta porfirina com compostos sabidamente insoliveis em agua,

COmMOo a curcumina.
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2.5. PDT como estratégia terapéutica vascular

A vascularizacao de um tecido, seja ele normal ou patoldgico, € necesséria, dentre
outros motivos, para permitir o aporte nutricional e de oxigénio, bem como eliminacéo de
residuos metabdlicos e gas carbonico®®®. No periodo embrionério, a formagdo dos vasos
acontece através do surgimento de novas células endoteliais que se organizam em forma tubular
(vasculogénese), bem como o desenvolvimento de vasos a partir dos ja existentes
(angiogénese), sob efeito do equilibrio entre fatores estimulantes e inibitorios deste
processo®%2, Dessa forma, 0s vasos sanguineos tendem a se manter quiescentes, podendo ser
temporariamente estimulados em situacGes fisiolégicas como processos inflamatérios, ciclo
reprodutivo feminino e cicatrizagdo de feridas®®®2, No entanto, condi¢Ges patoldgicas como
doencas isquémicas e inflamatdrias como artrite, retinopatia diabética e degeneracdo macular
relacionada a idade (DMRI) e, principalmente, o cancer®:®3, induzem um estimulo continuo
para a angiogénese, o que pode culminar em vasos imaturos, tortuosos, desorganizados, e
excessivamente ramificados®.

Em processos oncoldgicos, essa via de interdependéncia entre a multiplicacao
celular neopléasica e endotelial® ¢ tdo importante para a viabilidade tumoral que a capacidade
de angiogénese é considerada uma das dez caracteristicas biologicas adquiridas pelas células
durante o complexo processo de crescimento neoplésico e metastatizacio®°?

O conceito de terapia anti-angiogénica foi primeiramente descrito em 1971%
sugerindo o potencial uso de anticorpos anti-fator pré-angiogénico. Desde entdo, diversos
grupos de pesquisa tem realizado estudos para o desenvolvimento de moléculas e protocolos a
serem utilizados isolados ou principalmente em associagdo com outras terapéuticas ja
existentes, como a PDT"106¢,

O efeito anti-angiogénico pode ser alcancado interferindo na funcdo dos fatores,
receptores e sinalizacdo prd-angiogénica, estimulando ou regulando fatores inibitérios ou
provocando lesdes vasculares diretas®®. Como o VEGF é o fator mais amplamente expressado,
a maioria dos farmacos existentes para terapia anti-angiogénica tem como alvo a inibigédo deste
fator. O farmaco mais antigo é o bevacizumab, um anticorpo monoclonal recombinante®. Além
disso ja existem estudos e protocolos que envolvem o uso de inibidores de tirosina quinase e
outros anticorpos monoclonais que tem como alvo os receptores dos fatores pré-angiogénicos
e também o processo de sinalizacio e sintese®®®’. O uso de compostos derivados de plantas com
potencial antiangiogénico terapéutico como curcumina, polifenois, flavonoides, terpenoides,
artemisina e tocotrienol também é emergente®%°. No entanto, sob diversos mecanismos, alguns

tumores podem apresentar resisténcia inata ou adaptativa aos farmacos antiangiogénicos®.



26

Além do uso dessas substancias visando impedir a angiogénese, uma outra
possibilidade terapéutica vascular tem como alvo direto o comprometimento de vasos ja
existentes®®. Nesta abordagem, os agentes perturbadores vasculares (VDA — vascular-
disrupting agent)® provocam citotoxicidade e perda da morfologia e coesdo celular,
desencadeando colapso vascular seletivo e necrose tumoral”®. O flavonoide DMXAA
(vadimezan - 5,6-dimethyl-9-oxo0-9H-xanthene-4-acetic acid) tem sua a¢do na diminuig¢édo do
fluxo sanguineo, provavelmente devido inducéo de apoptose e liberacdo de citocinas, enquanto
os ligantes de tubulina (fosbretabulina, ombrabulina, plinabulina) provocam a destruicdo do
citoesqueleto e interrupcdo de mecanismos mitdticos’®’:. Mesmo sem um alvo especifico, a
hipertermia e a terapia fotodindmica sdo estratégias terapéuticas que podem ser consideradas
como agentes perturbadores vasculares®®.

Entre as décadas de 1960 e 1980, estudos mostrando os efeitos da PDT sobre os
vasos sanguineos se intensificaram, abrindo possibilidades para o tratamento de doencas
oncoldgicas e vasculares’>’, Dessa forma, terapias que tem a vascularizagdo como alvo
apresentam vantagens em relacdo as terapias convencionais que visam a lesdo celular, como
maior acessibilidade e eficiéncia, bem como menor possibilidade de resisténcia terapéutica®.

Assim, na PDT vascular, a fotolesdo faz com que a célula endotelial se torne mais
arredondada alterando as juncgdes intercelulares e expondo o tecido subendotelial. Essa reacédo
desencadeia a cascata de coagulacédo, levando a agregacdo plaquetaria e formacdo de trombos
que provocam a oclusdo vascular e diminuicdo do aporte sanguineo®’*>. Além destes, outros
efeitos vasculares comumente relatados sdo vasoconstricdo, hemorragia, hemodlise,
embolizacdo e reperfusdo® 72737 Consequentemente, tais alteracOes vasculares provocam a
morte celular por isquemia e hipdxia comprometendo o fornecimento de oxigénio e nutrientes
essenciais.

Para provocar tais alteracdes, o PS deve atingir seletivamente o compartimento
vascular, e o faz de forma passiva (a depender de suas caracteristicas fisico-quimicas) ou ativa
(quando apresenta modificacOes estruturais ou esta ligado a moléculas ou sistemas carreadores
que facilitam sua ligacdo as células endoteliais)®*. O fato dos vasos derivados da angiogénese
tumoral serem tortuosos, muito ramificados, e desorganizados, faz com que estes sejam também
mais permeaveis, aumentando a pressao intersticial e favorecendo a reducdo da perfuséo
sanguinea e oxigenagdo do tumor. Apesar destas caracteristicas ndo impedirem o crescimento
tumoral, reduz a agdo de farmacos (como na quimioterapia) e sua eficacia®®. No entanto, essas

caracteristicas vasculares anormais permitem que 0S Vvasos Sejam mais sensiveis a
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fotossensibilizagio®: "0 e, por isso, a lesdo as células endoteliais é maior quando ha um menor

intervalo entre a administracdo do PS e a irradiagdo luminosa?”.

2.6. Modelo experimental in vivo de membrana corioalantoica

A membrana corioalantoide (CAM), origina-se da fusdo do mesoderma do corion
e do mesoderma do alantoide, e tem a funcdo de troca gasosa, armazenamento de excretas
urinarias, transporte de calcio da casca para o embrido, equilibrio acido-basico e reabsorcéo de
agua e eletr6litos’®®, E composta por trés camadas de tecido embrionério: o epitélio
ectodérmico coridnico e o epitélio endodérmico alantdico que revestem o epitélio mesodérmico
intermediario. Este ultimo é composto por uma ampla rede vascular e estroma que se

desenvolvem juntamente com o desenvolvimento do embrido’®2%82 (Figura 5).

Legenda
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FIGURA 5 - Representacdo esquemética das membranas
extraembrionarias em embrido de galinha.
Fonte: adaptado de Baggott®

Membranas da casca

A estratificacdo da CAM em trés camadas confere a espessura de aproximadamente
200um. O epitélio mesodermico é composto por tecido conjuntivo frouxo enquanto no epitélio
endodérmico observa-se uma Unica camada de células cuboides com citoplasma discretamente
basofilico®'®, O epitélio coridnico é composto por duas camadas de células cuboides

achatadas com citoplasma acidofilico. Essas duas camadas séo separadas por um seio capilar
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que fica mais evidente a partir do 11° EDD, assumindo uma posicédo superficial em contato com
a membrana interna da casca a partir do 14° EDD*®.

Os vasos da CAM surgem a partir do 3° — 4° dia de desenvolvimento embrionario
(EDD - embrionary development day) como uma rede de tdbulos imaturos e espalhados no
mesoderma, com auséncia de lamina basal e células musculares lisas’®*®, Do 5° ao 10° dia,
0s vasos inicialmente espalhados d&o origem a uma rede capilar intimamente associada ao
ectoderma corionico e diferenciam-se em capilares, arteriolas e vénulas, sendo que a partir do
8° dia ja existe um plexo vascular capaz de trocas gasosas’®’®8l. O crescimento da CAM e a
proliferacdo vascular se estendem até o 10° dia, com completa diferenciacdo da hierarquia
vascular no 13° dia®. A membrana se apresenta em sua morfologia final, com maturagdo dos
vasos, presenca continua de pericitos, células musculares lisas e lamina basal, e diminuicéo dos
espacos intercapilares, proximo do 18° dia’.

O uso da CAM como modelo experimental in vivo € um método alternativo que
permite estudos dos vasos sanguineos e seu comportamento biolégico sob variadas situagdes
nas diversas areas da ciéncia?®3%8%8 A CAM ndo possui inervagio e é estabelecido que até o
14° EDD, o embrido ainda ndo apresenta receptores associados a percepc¢do de dor. Por isso
recomenda-se que 0s experimentos que utilizam este modelo sejam realizados entre 0 11° e 0
14° EDD, pois neste periodo a CAM ja esta desenvolvida e o estudo sera indolor ao embrido®:.

Como a CAM se desenvolve rapidamente e se localiza logo abaixo da casca,
possibilita facil acessibilidade e visualizacdo dos vasos sanguineos. Além disso, permite
reprodutibilidade e possui baixo custo. No entanto, por se tratar de uma rede vascular bem
definida, pode provocar dificuldade em diferenciar novos vasos de vasos pré-existentes, além
de ser uma membrana sensivel a variagdes ambientais®®®!, Esse modelo é amplamente utilizado
por exemplo, para estudos de desenvolvimento de farmacos anti e prd-angiogénicos,
compreender crescimento tumoral e processos metastaticos, além de permitir avaliar o
comportamento vascular frente a terapias como PDT, bem como estudos toxicoldgicos®®8?,
Sendo assim, optou-se em utilizar o modelo CAM para avaliacdo do efeito vascular da PDT

com a porfirina TMPP administrada pela via topica.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Avaliar o efeito vascular da terapia fotodindmica em modelo de membrana

corioalantoide de galinha utilizando o fotossensibilizador porfirinico meso-tetrametilpiridil.

3.2. Objetivos especificos
1. Quantificar a reducédo da area vascular obtida com os tratamentos com a PDT, o PS, a
luz e o solvente.
2. Avaliar as alteracbes macroscopicas dos tratamentos com a PDT, o PS, a luz e o
solvente, a partir de imagens digitais da membrana corioalantoide.
3. Analisar as alteragdes microscopicas na membrana corioalantoide apds os tratamentos

com a PDT, o PS, a luz e o solvente.
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4. HIPOTESE

A terapia fotodindmica com o fotossensibilizador porfirinico TMPP possui

potencial efeito vascular e celular em membrana corioalantoide.
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5. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi submetido e aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA-UFG — protocolo 069/2017).

5.1. Local de desenvolvimento

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Biologia Molecular Aplicada a
Ciéncia Animal e no Laboratdrio de Bioquimica e Engenharia Genética do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas I, e o fotossensibilizador foi preparado no Laboratério de Biofotdnica do Instituto
de Fisica da Universidade Federal de Goiés, campus Samambaia. O processamento das
amostras e analise histologica foi realizado no Laboratério de Histotécnica, Morfometria e
Inovacdo (LHiMI) do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica (IPTSP) da mesma

instituicdo, campus Colemar Natal e Silva.

5.2. Delineamento experimental

Foram utilizadas 22 amostras divididas ao acaso em quatro grupos de tratamento
(G1, G2, G3, G4). O G1 (n=7) recebeu o tratamento com a PDT, o G2 (n=5) foi tratado somente
com o PS, e 0 G3 (n=5) e G4 (n=5) foram os grupos luz e controle solvente, respectivamente.
No G1 e G2, por via topica, foi aplicado 100 pL da solucdo do PS diluido com o solvente PBS
a 10% de etanol. Porém somente o G1 foi submetido a irradiacdo luminosa apds a aplicacdo da
solucdo, caracterizando a PDT. O G3 recebeu a aplicacéo topica de 100 uL do mesmo solvente
seguido da irradiacdo luminosa, enquanto que o G4 recebeu somente a aplicacdo topica de 100
ML do solvente.

Foram estabelecidos 12 tempos experimentais para obtencdo das imagens (basal,
TO, T30, T60, T90, T120, T150, T180, T210, T240, T270 e T300). O tempo basal corresponde
a imagem antes do tratamento, o TO corresponde a imagem imediatamente apds o periodo de
incubacdo pos-tratamento e os tempos seguintes obtidos em sequéncia a cada 30 minutos,
totalizando 300 minutos de avaliagdo. A resposta vascular ao longo do tempo e entre 0s grupos
foi avaliada em pixels (%), através do processamento das imagens. Além disso, o

comportamento vascular e da CAM foi realizado por anélise macroscopica e microscopica.
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5.3. Preparo da membrana corioalantoide

Os ovos fertilizados de galinha foram obtidos entre o primeiro e o segundo dia de
desenvolvimento do embrido (EDD 1 ou EDD 2). Na primeira etapa do experimento, 0s 0vos
foram higienizados com alcool 70% e incubados em incubadora previamente estabilizada, com
temperatura entre 37°C e 37,5°C, umidade relativa do ar entre 55% e 60% e programada para
viragem dos ovos a cada uma hora. Antes de receber os ovos, a incubadora foi higienizada com
alcool 70%, submetida a luz ultravioleta por 15 minutos e mantida em capela de fluxo laminar
até o fim das trés etapas do experimento, para minimizar risco de contaminacéo (Figura 6).

Na segunda etapa (EDD 3) foi realizada a abertura da casca para exposi¢do da CAM
em desenvolvimento. Esse procedimento deve ser feito preferencialmente no EDD 3 pois a
partir do EDD 4, a CAM tende a se anexar a casca para permitir as trocas gasosas e mobilizacao
de célcio para o embrido, dificultando a técnica®®. Cada ovo foi submetido & abertura de um
orificio na casca na extremidade larga do ovo, com uma tesoura de ponta fina, para retirada de
3 a4 mL de albimen com auxilio de seringa e agulha (Figura 7A). Depois desse procedimento,
com uma pinca anatdbmica, uma janela de 4 cm? foi aberta para visualizacdo da membrana
interna da casca (Figura 7B). Esta foi entdo parcialmente retirada para exposicdo da CAM e do
embrido viavel (Figura 7C). A janela foi fechada com fita adesiva transparente de 24 mm de
largura (Figura 7D). O ovo foi colocado em um suporte (para evitar queda e/ou rotacao) e
incubado novamente nas mesmas condi¢BGes de temperatura e umidade, porém sem a rotacdo
automatica.

Esta etapa foi realizada na capela de fluxo laminar, e antes da manipulacdo dos
ovos, as pingas e tesouras foram lavadas e autoclavadas. Os outros materiais que foram
utilizados dentro da capela foram higienizados com alcool 70% e submetidos a luz ultravioleta
por 15 minutos. Entre a abertura de cada ovo, as tesouras e pin¢as foram mantidas em alcool
70% para minimizar contaminacdo entre os ovos. Estes procedimentos de preparacdo da
membrana corioalantoide foram previamente descritos por Buzza et al.3%, com pontuais

modificacdes.



FIGURA 6 - Primeira etapa de preparo da membrana
corioalantoide. Manutencdo dos ovos
higienizados em incubadora dentro da capela
de fluxo laminar.

FIGURA 7 - Procedimentos da segunda etapa de preparo da
membrana corioalantoide.Embrido no 3° dia de
desenvolvimento do embrido. A — Abertura de
orificio na casca para retirada de albimen. B —
Abertura da janela para exposicdo da membrana
interna da casca. C — Exposicdo e inspecdo da
viabilidade da membrana corioalantoide e
embrido. D — Fechamento da janela com fita
adesiva para reincubacéo do ovo.
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5.4. Preparo do fotossensibilizador

A porfirina TMPP (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemanha) foi diluida em tampéo
fosfato-salino (PBS) a pH 7,4 com 10% de etanol na concentracdo de 100uM. Sua concentragéo
e espectro de absor¢do foram determinados no espectrofotémetro. A soluc@es solvente de PBS
a 10% de etanol também foi preparada no mesmo momento. Neste estudo o PS foi diluido em
PBS a 10% de etanol para que essa solucdo pudesse ser avaliada e seus resultados utilizados
em outros estudos com a associacdo desta porfirina com compostos sabidamente hidrofobicos,

como a curcumina.

5.5. Irradiacdo luminosa e obtencdo das imagens

A terceira etapa foi realizada no 11° EDD. A janela de abertura foi estendida para
permitir o posicionamento do anel de teflon (1 mm de espessura e altura e 15 mm de diametro
interno), utilizado para delimitar a &rea de tratamento e analise (Figura 8A). Apds a aplicacdo
da solucéo do PS (G1 e G2) e solvente (G3 e G4), os ovos foram novamente incubados (sem
cobertura da fita adesiva, nas mesmas condi¢des de temperatura e umidade anteriores) por 40
minutos® no escuro.

Ap0s este periodo de incubacédo, as amostras do grupo G1 e G3 foram submetidas
a cinco minutos de irradiagdo luminosa, a uma distancia de 12 cm de uma fonte de luz branca,
ndo coerente (lampada halégena de 500 W), de baixo custo (Br.Patent: Pl 0802369-7 A2,
2008)%° (Figura 8B). Esse sistema emite comprimentos de onda entre 470 nm e 750 nm em toda
a regido visivel do espectro eletromagnético®®, totalizando uma intensidade de 120 mW/cm? e
fluéncia de 36 J/cm2. O espectro de emisséo da luz branca se sobrepde ao espectro de absorgédo
do fotossensibilizador porfirinico meso-tetrametilpiridil.

O monitoramento fotografico para avaliacdo vascular foi realizado através de
estereomicroscopio (L20T, Bioptika®, Ningbo, Zhejiang, China) que contém uma fonte de luz
LED de 2W e camera fotogréfica (Figura 9) a partir do software 1SCapture (versdo 3.6.7,
China). As imagens digitais foram obtidas antes dos tratamentos de cada grupo (basal),
imediatamente apos o periodo de incubacdo (G2 e G4) e irradiacdo luminosa (G1 e G3)
configurando o TO e a cada 30 minutos até completar 300 minutos de avaliacdo, constituindo
0s tempos experimentais: basal, TO, T30, T60, T90, T120, T150, T180, T210, T240, T270 e
T300 minutos®. Entre os tempos experimentais, os ovos foram mantidos na incubadora.

Os experimentos do G2 foram conduzidos no periodo noturno com minima luz
ambiente. Além disso, as amostras foram mantidas no escuro entre as avaliagdes e submetidas

airradiacdo luminosa do estereoscopio somente durante a aquisicao da imagem. Apos o termino
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da obtencdo das imagens, o fragmento da CAM delimitado pelo anel de teflon foi retirado para
analise histologica. Este fragmento foi acondicionado em coletor universal com 40 mL de

formol a 10%. Os ovos entdo foram congelados para posterior incineracao.

— &

FIGURA 8 — A - Procedimento da terceira etapa de preparo da membrana
corioalantoide. Embrido no 11° dia de desenvolvimento do
embrido. Posicionamento do anel de teflon para delimitagéo
da &rea de andlise. B —Irradiacdo luminosa da membrana
corioalantoide através de fonte de luz branca.

Ak

FIGURA 9 — Obtencéo das‘imagéns da membrana corioalantoide
com estereomicroscopio acoplado a camera
fotografica através do software 1ISCapture.
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5.6. Processamento e andlise das imagens digitais

Antes da analise quantitativa da resposta vascular, foi realizada uma analise
qualitativa geral para identificacdo das alteracdes mais comuns, refletindo o comportamento
vascular. As amostras cujas imagens apresentavam baixa qualidade ou interferéncia do embrido
foram excluidas dos resultados.

O processamento das imagens selecionadas foi feito pelo software de edicdo
Photoshop® (Adobe Systems, versdo 21.1.3, California, EUA). Para padronizagdo do tamanho
da area de analise, estabeleceu-se um recorte circular com largura e altura de 1448 pixels, pela
ferramenta “Letreiro eliptico” (Figura 10A). Através dos comandos de teclado Ctrl+C e Ctrl+V,
a imagem circular ¢ recortada e isolada ap6s ocultar visibilidade da camada “Plano de fundo”
(Figura 10B). O excesso da area externa da imagem foi removido com a ferramenta “Corte
demarcado” (Figura 10C). Em seguida, destacou-se 0s vasos sanguineos em pixels pretos com
o filtro “Fotocopia” e ajuste nos niveis de “detalhe” e “escuro” (Figura 10D). Depois o filtro
“Estampa” foi aplicado, juntamente com ajustes nos niveis de “equilibrio claro/escuro” e
“suavidade” (Figura 10E), para atenuar ruidos de fundo de imagem*®!. Estas etapas de edicéo
foram aplicadas em todas as imagens das amostras selecionadas.

Para obtencdo da resposta vascular, considerou-se a contagem (em porcentagem)
dos vasos sanguineos na imagem, dada pela relagdo entre a quantidade de pixels pretos pela
quantidade total de pixels (Equacéo 2).

node pixels pretos

%vasos = 100 2

n? de pixels total
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FIGURA 10 — Etapas do processamento das imagens através do software Photoshop®.
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Para isso, as imagens foram convertidas em preto e branco pela ferramenta “Make
binary” (Figura 11A) e em seguida submetidas a mensuragdo do parametro “%Area” na
ferramenta “Measure” (Figura 11B) do software Image J® (National Institutes of Health, versio
1.53a, Maryland, EUA). O valor deste parametro (%Area), que corresponde a razao da equagéo,
foi submetido ao célculo da formula e o resultado (%vasos) foi normalizado em rela¢éo ao valor
obtido (pelo mesmo processo) na analise da imagem basal de cada amostra em cada grupo.
Desta forma, foi possivel quantificar a resposta vascular ao tratamento durante o tempo
experimental®®?. Esses valores foram tabulados e analisados dentro do grupo e entre 0s grupos
ao longo do tempo. Além disso, o valor obtido da diferenca entre a resposta vascular no T300
em relacdo ao basal, de cada amostra, tambeém foi analisado, estabelecendo comparacéo entre
0s grupos. Este dado reflete a resposta vascular geral de cada grupo. O calculo foi baseado na
formula (Equacdo 3), modificada; uma vez que os dados obtidos ja se encontram em
porcentagem. DV se refere a diferenga vascular, RVi a resposta vascular inicial (basal) e RVf
a resposta vascular final (300 minutos).

DV = (RVi- RVf) 3)
g £ Imagel — X
14481448 pixels; 8-hit (inverting LUT); 2MB File Edit Image Process Plugins Window Help
| 1+*’ Measure Cirl+M | ‘ =
Magmfymg g\ass (oruse "+" and " Apalyze Particles...
Summarize
L
d Distribution. ..
Fie Fdit Font Resuts | L@bel
[warea | Clear Results =
1 19.857 Set Measurements...
2 14681
3 14218 Set Scale...
4 13.043 Calibrate...
5 12386 Histogram Ctri+H
B 11678 PotProfle  Cti+K
7 13.5902
g 12930 Surface Plot...
9 13.762 Gels 3
10 13.021 Tools 3
11 13134
12 13.6835
1 n

FIGURA 11 — Etapas do processamento das imagens no software ImageJ.
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Para auxilio na compreensdo das alteracdes vasculares observadas na andlise
histoldgica, foi realizada avaliagdo macroscopica em escore nas imagens obtidas no tempo 300
minutos, em comparacdo com as imagens nos tempos anteriores. Dessa forma estabeleceu-se
um escore de 0 a 3 para ausente, discreto, moderado e acentuado para 0s parametros estase
sanguinea, reperfusdo vascular, hemorragia e trombo. Considerou-se como discreto quando a
alteracéo observada ocupava 25% da imagem, moderado quando ocupava entre 25% a 50% da
imagem e acentuado quando ocupava mais de 50% da imagem avaliada. Para o0 parametro
vasoconstricdo, 0 mesmo padrdo de escore foi adotado. No entanto, considerou-se discreto
quando a constricdo vascular foi observada somente em vasos menores, moderado quando
vasos menores e medianos foram acometidos, além de perda visual do trajeto desses vasos e
acentuado quando a vasocontricdo foi observada em vasos de maior calibre (artérias e veias

alantoicas).

5.7. Preparo das amostras e andlise histoldgica

Um fragmento de cada membrana corioalantoide fixado em formaldeido
tamponado a 10% foi submetido ao processamento histolégico de rotina do laboratério para
emblocagem em parafina. Apds os fragmentos terem sido submetidos a desidratacdo,
diafanizagdo e infiltragdo em parafina, os blocos de parafina foram submetidos a cortes em
microtomo automatizado (RM2255, Leica Microsystems, Wetzlar, Hessen, Alemanha) em uma
espessura de 4 um. Os cortes histolégicos foram preparados para coloracdo de hematoxilina e
eosina, de acordo com a técnica de rotina do laboratorio. A analise das laminas foi realizada
por um Unico observador, pesquisador experiente, através de microscépio 6ptico com camera
fotogréfica (ICC50 HD, Leica Microsystems, Wetzlar, Hessen, Alemanha) em objetiva de 40x.

A analise qualitativa incluiu a identificacdo de oito parametros: hiperemia de
capilares ectodérmicos, vasodilatacdo em mesoderma sem hemadcias, vasodilatacdo em
mesoderma com hemacias, hemorragia, células inflamatérias no mesoderma, fibrose
perivascular em mesoderma, atrofia do mesoderma e necrose de membrana. A vasodilatacao
mesodérmica sem hemécias é sugestiva de presenca de vasos linfaticos ou focos de obstrucdo
do fluxo sanguineo, enquanto a vasodilatagdo mesodérmica com hemacias sugere presenca de
trombos ou hiperemia acentuada. Esses parametros foram avaliados em ausente, discreto,
moderado e acentuado, atribuindo-se escores de 0 a 3, respectivamente. Considerou-se como
discreto quando a alteragdo observada ocupava 25% da lamina, moderado quando ocupava

entre 25% a 50% da lamina e acentuado quando ocupava mais de 50% da lamina avaliada.
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5.8. Anélise estatistica

Os resultados do modelo experimental da CAM foram expressos como média e
desvio- padrdo e para analisar a diferenca entre os tratamentos foi utilizada a andlise de
variancia (ANOVA) seguido de teste de Tukey. Na analise do tratamento ao longo do tempo
foi utilizada ANOVA para dados pareados seguida de teste de Tukey. Valores de p<0,05 foram
considerados estatisticamente significativos.

A avaliacdo macroscopica e microscopica qualitativa foi determinada por escore e
os resultados foram expressos como mediana e desvio-padrdo. A andlise da diferenca entre 0s
tratamentos foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn e valores de
p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. O experimento foi conduzido em
quadruplicata e as andlises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism (versao 6,
Estados Unidos).
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6. RESULTADOS

6.1. Viabilidade dos ovos

Em todo o experimento foram utilizados 216 ovos, e a viabilidade destes para a
terceira etapa do experimento foi de 18,5%. Destas amostras, 45% ndo foram incluidas na
andlise estatistica devido interferéncia nas imagens obtidas. Assim, ao final do experimento, 0s

dados avaliados foram obtidos pela analise de 10,2% dos ovos incubados (Figura 12).
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FIGURA 12 — Comparacdo entre a viabilidade dos ovos na
primeira etapa do experimento (incubados),
na terceira etapa do experimento
(experimento) e ap6s analise qualitativa das
imagens que excluiu as amostras com
interferéncia do embrido (andlise). Letras
diferentes indicam diferenca estatistica
(p<0,05) pelo teste de andlise de variéncia.
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6.2. Efeito vascular quantitativo
O comportamento vascular dentro do grupo G1, que recebeu o tratamento com a

PDT, revelou diferenca estatistica entre os tempos basal e 60 minutos (Figura 13).
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FIGURA 13 — Reducdo vascular na membrana corioalantoide ao longo do tempo

experimental apos tratamento com a solugdo do fotossensibilizador

TMPP e submetidas a irradiacdo luminosa (PDT). O simbolo (*)

identifica amostras com diferenca estatistica (p<0,05) pelo teste

ANOVA para dados pareados seguido do teste de Tukey.

Na comparacdo entre os grupos, o G1 apresentou diferenca estatistica com 0s
grupos G3 (somente luz) e G4 (somente solvente) nos tempos 60, 150 e 180 minutos. Também
houve diferenca estatistica entre o grupo G1 e G4 nos tempos 210 e 270 minutos. A Tabela 1
mostra os valores da média e desvio padrdo para 0s grupos ao longo do tempo experimental, e
o gréfico (Figura 14) esquematiza esses valores.
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TABELA 1 — Médias e desvio-padrdo da area vascular (%) ao longo do tempo experimental para 0s grupos que receberam tratamento com a PDT (G1), PS
(G2), luz (G3) e solvente (G4).

Grupos basal Omin 30min 60min 90 min 120 min 150 min 180 min 210 min 240 min 270 min 300 min
Gl 1000 81x20 75+16 68+13a 73x17 7417 70x17a 69+18a 71+19a 71+20 70x£19a 7121
G2 100+0 866  82+13 76+10 81+11  81+13 80+11 80+14 79115 84121 83120 82+18
G3 1000 102+13 82+13 91+8b 874 95+10 94+9h 92+7b 88+6 88+14 8615 86+10
G4 100+0  95+7  95+23 90+9%b 9248 83+18 92+7b 96+9b 96+11b 97+6 95+8b 8620

Letras diferentes indicam diferenga estatistica (p<0,05) pelo teste ANOVA seguida de teste de Tukey.
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FIGURA 14 — Redugdo vascular na membrana corioalantoide ao longo do

tempo experimental apds tratamento a PDT (G1), PS (G2), luz
(G3) e solvente (G4). Letras diferentes identificam diferenca
estatistica (p<0,05) entre grupos (G1, G3 e G4) no tempo
experimental pelo teste ANOVA seguido do teste de Tukey.



44

No grupo G1 a reducédo vascular total calculada pela equacéo 3 foi em média, de
aproximadamente 35% quando comparado os resultados no tempo basal e 300 minutos. No G2
e G3 essa reducdo foi proxima a 23% e 14% respectivamente, enquanto no G4 foi equivalente
a 5% (Figura 15). Houve diferenca estatistica entre 0 G1 e os grupos G3 e G4 (Figura 16). O
G2, grupo que recebeu o tratamento somente com a solugédo do PS, ndo apresentou diferenca
estatistica tanto dentro do grupo quanto entre os grupos avaliados. Os grupos G3 e G4 também

ndo apresentaram diferenca estatistica dentro do grupo.
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Figura 16 — Reducdo vascular total calculada pela

diferenga entre os valores obtidos no
tempo 300 minutos e basal.
Letras diferentes indicam diferenca
significativa entre grupos (p<0,05) pelo
teste  ANOVA seguido do teste de
Tukey.
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FIGURA 15 — Imagens processadas ilustrativas da reducdo da area vascular (%) em amostras submetidas ao tratamento com a PDT (A), PS (B), luz (C) e

solvente (D).
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6.3. Efeitos vasculares macroscopicos
Na avaliagdo macroscépica das imagens no tempo 300 minutos em comparagdo
com as imagens antes do tratamento, ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos para 0s

parametros avaliados no escore (Tabela 2).

TABELA 2 — Andlise macroscopica das membranas corioalantoide no tempo 300
minutos. Medianas e desvio-padrdo dos parametros classificados em
um escore de 0 a 3.

Grupos Vasoconstricdo Estase Reperfuséo Hemorragia Trombo

Gl 2+0,8 2+0,9 0+1,4 0+0,5 0+0,5
G2 2+1 1+0,5 1+0,5 0+0,9 0+0,9
G3 2+0,4 2+0,9 0+1,1 1+1,3 1+1,3
G4 2+0,4 1+1,1 0+0,5 2+1 2+1

Sem diferenga significativa entre os grupos (p>0,05) pelo teste de Kruskal-Wallis.

Todos os grupos apresentaram algum grau de vasoconstricao. Aproximadamente
86% das amostras no G1 mostraram constricdo moderada a acentuada, enquanto no G2 foram
60%, no G3 100% e no G4 80%. No entanto a vasoconstri¢cdo acentuada foi observada somente
no G1 e G2, em aproximadamente 40% das amostras. A estase e a reperfusdo sanguinea
acentuadas foram visualizadas somente no G1. Além disso, a formacao de trombo moderada a
acentuada ocorreu apenas no G1 e G2 em 42,5% e 80% das amostras, respectivamente (Figura
17A). No entanto, enquanto 57% do grupo G1 e 80% do grupo G2 ndo apresentaram sinais
macroscopicos de hemorragia, 40% do G3 e G4 obtiveram escore maximo para este parametro
(Figura 17B).
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FIGURA 17 — Avaliacdo macroscopica por escore quanto a presenca de trombos (A) e
hemorragia (B) nas imagens obtidas com 300 minutos.
N&o houve diferenca estatistica (p<0,05) pelo teste de Kruskal-Wallis
seguido do teste de Dunn.
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A anélise geral das imagens ao longo do tempo para identificacdo das principais
alteracdes vasculares do G1 (Figura 18) revelou que as membranas se comportaram de forma
semelhante entre elas. A partir do TO e T30 nota-se vasoconstricdo seguida de reperfusdo e
estase vascular nos tempos seguintes, e se mantendo assim durante todo o periodo experimental.
A constricéo foi evidente em vasos de maior e menor calibre, e provocando — nestes ultimos —
perda da capacidade de acompanhar o trajeto vascular. Em alguns casos notou-se também
modificacdo na morfologia vascular, com irregularidades na parede do vaso e assumindo um
trajeto mais tortuoso em relacéo ao basal.

No grupo G2 (Figura 19) notou-se que a constrigdo de vasos menores, em
comparacao ao grupo PDT, foi mais discreta ao longo do tempo. No entanto, a estase sanguinea
foi a caracteristica mais comum e evidente nas amostras deste grupo em praticamente todo o
periodo experimental. Em alguns casos, a estase foi sucedida por vasodilatacéo, a partir de 90
minutos. Na maioria dos casos as alteracdes vasculares evoluiram até aproximadamente 150
minutos e se mantendo estaveis até o término dos 300 minutos. Das cinco amostras, quatro
indicaram presenca de trombo em pelo menos um tempo experimental; e trés apresentaram 0s
primeiros sinais de alteracdo vascular no TO, logo apos o periodo de incubacgdo do PS (Figura
20).

O comportamento vascular no G3 (Figura 21) e G4 (Figura 22) foi semelhante e as
alteracfes mais comuns foram constricdo de vasos menores e estase sanguinea mas também se
observou a presenca discreta de trombo e focos de hemorragia. No grupo G3 foi observado
macroscopicamente, que 0s primeiros sinais visiveis de alteracdo vascular sdo notados entre o
TO e 0 T60, se mantendo com poucas alteracdes até o final do tempo experimental. No entanto,

o inicio das alteracBes no G4 foi variavel, ocorrendo em até 120 minutos.
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FIGURA 18 - Imagens da CAM obtidas através de estereomicroscopio comparando amostras
do grupo G1 (PDT). Comparagdo de uma mesma amostra em A (basal), B (T60)
e C (T90). B representa um aumento do quadro azul em A para identificacdo de
focos de microhemorragia. Em C observa-se intensa reperfusdo vascular e
estase sanguinea apds vasocontricdo nos tempos anteriores. D representa outra
amostra evidenciando alteracdo na morfologia vascular, se apresentando mais
tortuosos. Comparacao de uma mesma amostra em E (basal) e F (T300) onde é
possivel visualizar a vasoconstricdo mais severa, comum no grupo PDT. Em F
identifica-se perda da capacidade de acompanhar o trajeto vascular devido
constricdo de vasos maiores e menores.
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FIGURA 19 - Imagens da CAM obtidas através de estereomicroscopio comparando amostras
do grupo G2 (PS). Comparacao de uma mesma amostraem A (basal) e B (T300)
onde observa-se 0 padrdo de alteragdes mais comumente observado: estase e
vasoconstricdo de vasos menores. Comparagdo de uma mesma amostra
evidenciando vasoconstricdo em C (T90) seguida de vasodilatacdo e estase
sanguinea em D (T150). Comparacdo de uma mesma amostra em E (basal) e F
(T240) evidenciando presenga de trombos (setas verdes), estase sanguinea
(setas azuis) e area de hiperemia (asterisco amarelo).
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FIGURA 20 - Imagens da CAM obtidas através de estereomicroscopio comparando amostras
do grupo G2 (PS) no basal (esquerda) e no TO (direita). Em B nota-se severa
vasoconstricdo de vasos calibrosos (asterisco amarelo) que permaneceu
praticamente inalterada até T300. Em D nota-se presenca de grande quantidade
de focos hemorragicos acompanhado de estase sanguinea.
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FIGURA 21 - Imagens da CAM obtidas através de estereomicroscopio comparando amostras
do grupo G3 (luz) no basal (esquerda), no T60 (B) e no T300 (D). Setas verdes
indicam presenca de coagulo, seta azul indica estase sanguinea e astericos
amarelos mostram constri¢do de vasos maiores.
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FIGURA 22 - Imagens da CAM obtidas através de estereomicroscopio comparando amostras
no basal (esquerda) e no T300 (direita) do grupo G4 (solvente). Notar que a
vasoconstricdo de vasos menores e discreta estase sanguinea, foram as
alteracfes mais comuns.

6.4. Efeitos vasculares microscépicos

A andlise estatistica revelou que ndo houve diferenca na avaliagcdo microscépica por
escore entre 0s grupos (Tabela 3). Embora sem diferenca estatistica, o aspecto necrético da
membrana moderado a acentuado foi visualizado somente em G1 e G2 em 57% e 40% das

amostras, respectivamente (Figura 23).
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FIGURA 23 - Avaliacdo macroscopica por escore
quanto a presenca de necrose da CAM
nas imagens obtidas com 300 minutos.
Sem diferenca estatistica (p<0,05) pelo
teste de Kruskal-Wallis.

As figuras 24 a 26 ilustram as principais alteracBes microscopicas observadas nos
grupos experimentais. A atrofia do mesoderma foi visualizada em mais de 50% das amostras
dos grupos G1, G2 e G3, acompanhado por vezes de lise e separacdo do ectoderma e/ou
endoderma. Esta ultima caracteristica foi observada em 71% e 80% das amostras do G1 e G2,
respectivamente. Fibrose perivascular foi moderada a acentuada e visualizada em 60% das
amostras do G2 enquanto em G1 e G3 a frequéncia foi de aproximadamente 20% e em G4 foi
discreta a ausente. A presenca de células inflamatérias dispersas no mesoderma foi
aparentemente uniforme, uma vez que todos os grupos apresentaram infiltrado inflamatério
discreto a ausente em no minimo 60% (no G2) e até 100% (no G3).

As alteragBes vasculares microscopicas foram avaliadas pelos pardmetros
hemorragia, hiperemia de capilares ectodérmicos, vasodilatagdo em mesoderma com e sem
hemaécias. A hiperemia moderada a acentuada foi evidenciada em mais de 50% das amostras
nos quatro grupos, chegando a 80% no G2 e G4. A vasodilatacdo sem hemaécias discreta a
ausente foi mais comum em pelo menos 60% das amostras do G2 e G4 e no minimo 80% no
G1 e G3. Foi observada vasodilatagdo com hemacias, sugestivo de codgulos focais ou difusos
em quantidade moderada a acentuada em aproximadamente 60 a 70% do G1, G2 e G3. No G4
esta frequéncia foi de 40%. Além disso a hemorragia microscépica foi considerada discreta a
ausente em 60%, 80%, 86% e 100% dos grupos G3, G4, G1 e G2 respectivamente.
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TABELA 3 - Anélise histolégica de membranas corioalantoide. Mean ranks dos pardmetros histologicos analisados ao término do tratamento
(300 minutos) com PDT (G1), PS (G2), luz (G3) e solvente (G4).

Grupos Hiperemia Vasodilatgg_ao Vasodilatz;}(;t_'?\o Hemorragia . CéIUIG}S . F_ibrose Atrgfia_ Necrose
sem hemécia com hemécia inflamatdérias  perivascular  mesodérmica
Gl 10,50 8,43 12,64 11,07 10,64 10,50 10,29 14,64
G2 14,60 11,60 12,30 8,30 12,70 15,80 14,60 13,10
G3 9,70 11,80 12,30 13,90 9,90 11,40 14,20 9,30
G4 11,60 15,40 8,30 12,90 13,10 8,70 7,40 7,70

Sem diferenca significativa pelo teste de Kruskal-Wallis (p>0,05)

>

FIGURA 24 — Micrografia de membranas corioalantoide coradas com hematoxilina e eosina (HE) em objetiva de 10x do G4, tratadas com solvente. Observa-
se preservacao da espessura do mesoderma em todas as imagens. Em A nota-se vasodilatagdo mesodérmica com hemécias (seta amarela) e sem
hemacias (seta vermelha). Cabecas de seta indicam hiperemia de capilares ectodérmicos. Seta azul larga indica separacédo do ectoderma e seta
azul fina indica lise do endoderma. Em B e C observa-se integridade das camadas endodérmicas e ectodérmicas além de vasodilatacdo
mesodérmica com hemacias, sugestiva de formacao de trombo (setas amarelas).
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FIGURA 25 — Micrografia de membranas corioalantoide coradas com hematoxilina e eosina (HE) em objetiva de 10x do G3 (A, Be C) e G2 (D, E e F),
tratadas com luz e PS, respectivamente. Em A observa-se espessura e camadas da membrana preservadas, com discreta hiperemia de capilares
ectodérmicos (cabeca de seta) e vasodilatagdo mesodérmica com hemaécias (seta amarela). Em B nota-se moderada atrofia do mesoderma com
vasodilatagdo mesodérmica com hemacias (setas vermelhas) em toda a extensdo da imagem, acompanhada de fibrose perivascular nas areas
mais basofilicas. Em C, observa-se atrofia mesodérmica e fibrose acentuadas em toda a extensdo acompanhada de uma area sugestiva de
coagulo (seta azul). Em D, E e F observa-se atrofia acentuada do mesoderma. Em D as setas vermelhas indicam areas de necrose das camadas
endodérmica (fina) e ectodérmica (larga). A seta amarela indica trombo em vaso dilatado acompanhado de fibrose perivascular moderada.
(continua)
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(continuacdo) Em E as setas azuis indicam hiperemia dos capilares ectodérmicos, enquanto a seta amarela indica vasodilatacdo com hemécia e
a seta vermelha indica uma area de necrose no endoderma. Em F a cabeca de seta indica vasodilatacdo com hemacia, sugestiva de trombo
acompanhada de intensa fibrose perivascular. Nota-se ainda perda da estrutura da membrana, com extensa area de necrose principalmente no
mesoderma, além de separacdo do endoderma.
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FIGURA 26 — Micrografia de membranas corioalantoide coradas com hematoxilina e eosina (HE) em objetiva de 10x do G1 tratadas com PDT. Nota-se
acentuada atrofia mesodérmica em B e C. Em A observa-se areas de necrose em toda a extensdo da imagem, com vasodilatagdo com hemacias
acompanhada de fibrose perivascular nas areas basofilicas (setas azuis). Em B as setas vermelhas indicam vasodilatagdo com hemécias. Em C
as cabecas de seta indicam hiperemia de capilares ectodérmicos e a seta vermelha indica vasodilatagdo com hemacias.
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7. DISCUSSAO

A estatistica da viabilidade de ovos é pouco discutida na literatura. As perdas
obtidas durante o experimento sugerem ser a razao pela qual o numero amostral é pequeno nos
ensaios que utilizaram a CAM como modelo experimental. Estudos semelhantes®°1%! obtiveram
viabilidade de 60% dos ovos incubados. No entanto, hé a possibilidade de descarte de amostras
viaveis devido interferéncia do embrido nas imagens obtidas'®!, diminuindo o niimero amostral
para trés® a cinco®*#+1%1 em média, em cada grupo. A viabilidade obtida nesta pesquisa foi seis
vezes menor, e embora parte das amostras viaveis também foi excluida da analise, estabeleceu-
Se grupos experimentais com cinco ou sete amostras.

Essa interferéncia embrionaria poderia ser minimizada utilizando um anel com
diametro menor que 15 mm. No entanto, os estudos que foram utilizados como referéncia3®#+101
para este, fizeram uso do anel com tamanho semelhante. Além disso, a utilizagdo de um anel
com menor didmetro poderia consequentemente diminuir a area de analise, embora alguns
estudos relataram resultados positivos utilizando anéis com didmetro de cinco milimetros?5®
ou seis milimetros®®,

Outra possibilidade para diminuir essa interferéncia é adotar o modelo experimental
CAM ex-ovo, técnica que consiste em cultivar os embriGes em placas de Petri e dessa forma
possibilita uma maior area de avaliacdo da CAM sem interferéncia da casca e do embrido. Um
estudo que utilizou esta técnica relatou perda de 50% das amostras devido ruptura da membrana
da gema apds quebra da casca do ovo, e obteve taxa de sobrevivéncia de 80% entre o EDD 7 e
o EDD 16%’. Um outro estudo!!® mostrou taxas maiores de sobrevivéncia dos embrides —
aproximadamente 54% entre o 7° EDD e 12° EDD — em experimentos in ovo comparando com
modelos ex-ovo.

Os modelos experimentais in ovo e ex ovo sdo utilizados (modificados ou ndo) ha
pelo menos 50 anos®8L10L118 o gya diversidade de técnicas tem o intuito de melhorar a
avaliacdo das alteracdes, obtencdo dos resultados e também diminuir as perdas. Estas sdo
inevitaveis, uma vez que a abertura da casca e modificacbes nas condigdes de incubagédo
expdem o embrido, que é sensivel, a fatores ambientais e fisiologicos alterados®®8!, Ha citagbes
sobre limitagdes da técnica®®®l, e mesmo que esse modelo ja seja bem estabelecido e
reconhecido cientificamente, desconhece-se a taxa de viabilidade dos ovos, dificultando o
planejamento e delineamento experimental.

Todos os grupos avaliados promoveram algum grau de redugdo vascular. Os

tratamentos somente com o PS, com a irradia¢do luminosa e com o solvente ndo foram capazes
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de provocar reducdo vascular significativa, conforme esperado. A PDT apresentou um
comportamento heterogéneo ao longo do tempo. Este fendmeno se deve ao fato de que as
amostras possuem um comportamento individual frente ao tratamento recebido, e que no caso
deste estudo, contribuiu para obter maior amplitude de variacdo do desvio padrdo em todos 0s
grupos. Dessa forma, a ndo uniformidade da resposta da PDT se refere aos valores significativos
obtidos em alguns tempos (60, 150, 180, 210 e 270 minutos), e ndo durante todo o periodo
experimental. Mesmo assim, a PDT foi capaz de promover efeito vascular significativo superior
aos grupos controle, sugerindo que a porfirina TMPP sob irradiacdo luminosa promove
diminuicdo da area vascular tratada, com efeito méximo apds uma hora da irradiacdo e sem
incremento significativo na reducdo vascular ap6s esse periodo.

N&o foram encontrados relatos com o uso da PDT com TMPP para avaliacdo da
resposta vascular em modelo CAM. No entanto, a PDT com outro PS porfirinico como derivado
de hematoporfirina (Photogem®) mostrou eficiéncia na redugdo vascular de 60% pela via
topica, com fluéncia e intensidade luminosa semelhantes a este estudo, porém com dose da
porfirina menor®. Outro PS estudado devido seu potencial anti-angiogénico foi a curcumina
que apos fotoestimulagdo promoveu reducéo vascular de 20%°%* e 30%% e da associagdo da
curcumina com o azul de metileno de 50%%°%. Sendo assim, comparando com estes trabalhos
que serviram de modelo para o delineamento da analise vascular, nota-se que esse método de
avaliacdo baseado na medicdo da area vascular e na resposta vascular dada em porcentagem
facilita a compreensdo dos resultados e a compara¢do com outros protocolos relatados.

O grupo G2 apresentou efeito vascular semelhante ao G3 e G4; comportamento este
similar a um estudo em que tumores expostos somente a TMPP ou somente a luz apresentaram
crescimento semelhante aos tumores néo tratados''?. No entanto, na analise morfolégica, foram
observadas alteracdes vasculares evidentes neste grupo (p>0,05), como formacédo de trombo,
vasoconstricdo, hiperemia de capilares ectodérmicos, atrofia do mesoderma e fibrose
perivascular; e observou-se que trés das cinco amostras apresentaram sinais evidentes de
alteracéo vascular no TO, logo apds o periodo de incubagdo do PS. Pode-se sugerir que esses
efeitos vasculares observados podem ter relagdo com minimo grau de toxicidade no escuro da
TMPP associado a fotoestimulacdo da luz ambiente residual e da fonte de luz LED durante o
periodo experimental e dose alta da porfirina.

A dose utilizada neste estudo é 50 vezes maior do que a utilizada no relato de Zheng
et al.!4, que considerou 2 uM como alta dose de TMPP, capaz de promover morte de células
tumorais apos irradiacdo luminosa. Além disso, apesar da toxicidade no escuro da TMPP ser

pouco significante, esta & proporcional a concentracdo utilizada. Para essa avaliagéo,
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geralmente considera-se uma dose ndo-toxica quando ha preservacao da viabilidade celular em
pelo menos 95%'%. Um estudo que avaliou o potencial citotoxico de cinco porfirinas no escuro
mostrou que a TMPP apresentou o maior valor de viabilidade celular (aproximadamente entre
90 e 100%), com concentracdes de até 50 pM*%, Outro ensaio também com cultivo de células
tumorais, manteve as amostras incubadas no escuro por trés horas com concentracdes de até 2
UM e apds esse periodo ndo foram observados sinais significativos de citotoxicidade, com
média de viabilidade celular em 96%°. No entanto, Strauss et al. % relatou que a viabilidade
de células endoteliais em cultivo diminuiu discretamente (90%) com a incubacao de até 100
MM de porfirinas hidrofilicas. Ainda, observou-se que nas células restantes vidveis, houve
mudanca na morfologia celular passando para uma forma fibroblastoide.

Além disso, é importante considerar que a minima luz ambiente durante a conducao
do experimento é capaz de provocar algum grau de fotoativacdo da porfirina. Um estudo®
conduzido em laboratério com trés niveis de luminosidade ambiente revelou que a TMPP, na
dose de 100 uM, promoveu diminuicdo da contagem de coldnias bacterianas significativamente
sob estimulacao de duas intensidades luminosas: 556 pW/cm?2 e 132 £3 uW/cmz2. Para fim de
compreensdo definiu-se que estas intensidades correspondem a luminosidade de uma vela a 50
cm de distancia e a luminosidade crepuscular, respectivamente. Dessa forma, é possivel
considerar que a minima luz ambiente residual durante o experimento se enquadra nessa faixa
de valores.

E esperado que a luz seja capaz de provocar algum grau de alteracdo celular e/ou
vascular, ja que a fototerapia tem sido estudada e utilizada desde o século XVI11253233 A
dosimetria dos fatores que envolvem o uso da radiagdo eletromagnética como tratamento tem
grande importancia, sobretudo na PDT, uma vez que os protocolos utilizados sdo diversos,
permitindo ampla variedade de resultados. No uso do modelo CAM para avaliacdo da interacao
da luz com a membrana, a fluéncia entre 10 e 50 J/cm? é capaz de promover angio-oclusio®.
Sendo assim, esse intervalo € adotado em muitos estudos obtendo semelhanga nos resultados
ndo significativos do uso isolado da luz. No entanto, alguns estudos utilizaram fluéncias
maiores®®1%:11% gy menores® n4o obtendo, também, resultados significativos. O mesmo ocorre
com a definicdo da intensidade luminosa, em que n&o foram observados efeitos isolados da
fototerapia com intensidades entre 50 a 330 m\W/cmz 30:84110.119

As alteraces vasculares observadas no grupo G3 podem ser devido a maior
intensidade (180 mW/cm?) e fluéncia (36 J/cm?) luminosa, mesmo que estes valores estejam
dentro dos intervalos discutidos anteriormente. Em comparacéo, foi relatado visualizagéo de

focos de hemorragia apos irradiacdo com intensidade de 70 mW/cm? e fluéncia de 1 e 10 J/cm?2.
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Esses sinais foram minimizados apds reducéo da intensidade para 10 m\W/cm2 °1, Mesmo sendo
visualizadas alteraces, estas ndo foram significativas, pois os efeitos observados neste presente
estudo ocorreram no inicio da andlise, imediatamente ap6s a irradiacdo luminosa até 60
minutos, se mantendo relativamente constantes até 300 minutos.

Na analise estrutural da membrana, foram observadas e avaliadas a presenca de
atrofia do mesoderma e fibrose perivascular, que juntamente com a presenca de células
inflamatdrias, sugerem que o tratamento possui capacidade de promover alteragdes teciduais na
CAM devido processo inflamatorio. Considerando o significado dos parametros analisados,
todos os tratamentos foram capazes de promover algum grau de reacdo inflamatoria. Em um
estudo avaliando a resposta da CAM apo6s implante de biomateriais, foi observado que todo o
processo inflamatério — desde identificagdo do agente, liberacdo de mediadores locais até
migracdo celular — é semelhante aos mamiferos. Observa-se recrutamento de células
inflamatorias como heterofilos (analogo ao neutréfilo de mamiferos), mondcitos, macréfagos e
trombdcitos®™. A infiltracdo celular (heterdfilos e mondcitos) ocorre apds seis a 12 horas do
inicio da resposta inflamatdria®, semelhante ao obtido neste estudo, uma vez que a membrana
permaneceu sob acdo do PS por aproximadamente 340 minutos. E importante ressaltar que o
embrido é naturalmente imunodeficiente, e € incapaz de modular uma resposta imune até o 12°
EDD. Apesar de nesta idade possuir células de defesa localizadas nos 6rgéos linfoides, o
embrido promove apenas reagdes inflamatorias ndo-especificas, recrutando heterofilos e
macrofagos®t.

Nos quatro grupos, foram identificadas vasodilatacdo mesodérmica sem hemaécias
e hiperemia ectodérmica além da vasodilatacdo mesodérmica com hemécias. Esses achados
corroboram com o fato que o processo inflamatdrio envolve a liberagdo de mediadores que
promovem vasodilatacdo e consequente aumento do fluxo sanguineo, provocando hiperemia.
Juntamente com o aumento da permeabilidade vascular, a hiperemia provoca a agregacao de
células vermelhas favorecendo a formagcéo de trombos!®®%°, Esta, é uma alteragdo esperada e
a depender do protocolo, desejada no tratamento de doencas vasculares como a degeneracao
macular relacionada & idade em humanos. Neste sentido, um trabalho buscou estabelecer um
protocolo de PDT com potencial trombotico utilizando veteporfina como PS, irradiado com
fluéncia menor e intensidade luminosa maior do que a utilizada neste estudo*?.

Além disso, a formacéo de coagulos pode ser secundaria a hemorragia. A presenca
desta alteragé@o sugere lesdo endotelial severa, uma vez que houve ruptura da integridade ou
aumento da permeabilidade vascular'?®. Nos quatro grupos a hemorragia foi identificada e

classificada em sua maioria como discreta a ausente, sugerindo que a formacao de trombos ou



61

coagulos se deve ao somatdrio de eventos inflamatérios e alteragdes vasculares que ocorreram
na membrana ao longo do tempo. Macroscopicamente, o escore de hemorragia néo teve
diferenca estatistica com o escore microscopico, e portanto, essa analise visual da imagem
digital corrobora com o visualizado na lamina histoloégica. O mesmo ocorreu com a avaliagdo
de trombos e vasodilatagdo mesodérmica com hemécias.

A hemostasia decorrente desses processos citados, promove vasoconstricao e estase
sanguinea e consequentemente privacdo de nutrientes e oxigénio para o tecido, desencadeando
processos de morte celular. Além disso, para que a PDT promova uma resposta vascular efetiva
€ necessario que a dose seja adequada, uma vez que a constri¢do e oclusdo vascular transitorias,
resultam em retorno do fluxo sanguineo!®. Deve-se evitar esse efeito, ndo utilizando doses
subletais, principalmente para terapéuticas oncologicas, uma vez que a erradicacdo tumoral sera
prejudicada e podera haver estimulo para metastatizagdo®*.

Neste presente estudo a vasoconstri¢do, a estase e a reperfusdo sanguineas foram
avaliadas macroscopicamente. Embora sem diferenca estatistica entre 0s grupos, a
vasoconstricdo moderada a acentuada e a reperfusdo discreta foram observadas em todos os
grupos, enquanto que a estase foi maior no G1 e G3. Ha indicios que a reperfusdo apods a
vasocontricdo ocorre proximo a formacdo de novos vasos. Sendo assim, pesquisadores tem
avaliado o tratamento combinado da PDT, que possui potencial de promover angiogénese, com
agentes sabidamente anti-angiogénicos?*1%,

O potencial da PDT no tratamento do cancer também esta relacionado a maior
afinidade das células endoteliais em proliferacdo devido os processos de angiogénese
caracteristicos do microambiente tumoral. Essa afinidade pode promover niveis maiores de
necrose seletiva do tecido neoplasicol®. Ademais, estudos!®®*!2 in vivo com a TMPP sob
irradiacdo de luz vermelha relataram que células neoplasicas e endoteliais sdo diretamente
afetadas pela fotoatividade da porfirina nas primeiras horas poés-irradiacdo. Observou-se
diminuicdo no crescimento tumoral, lesGes nas células neoplésicas e endotélio vascular (em
componentes nucleares e de membrana) e também necrose tumoral. Essas alteracfes ao longo
do tempo promoveu necrose extensa em até 12 horas. Neste presente estudo,
microscopicamente, observou-se moderada a intensa presenga de necrose da CAM apos
tratamento com a PDT.

Sinais de acentuada destruicdo da membrana corioalantoide foram visualizados
neste presente estudo, principalmente no G1 e G2. Além da necrose, relata-se atrofia do
mesoderma associado ou ndo a lise e separacdo do ectoderma e/ou endoderma. Essas alteracdes

indicam acgéo direta do tratamento bem como indireta através das alteracdes vasculares que
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promoveram hipoxia. Resultados similares, porém mais tardios, foram observados em um
estudo que relatou acentuadas necrose hemorrégica e atrofia do tecido glandular prostatico nas
areas tratadas sete dias apds a PDT com o PS Tookad®, uma bacterioclorina. O tecido n&o
glandular também foi caracterizado por uma degeneracdo acentuada, além de pequenas areas
de ruptura epitelial'?2, Essa separacdo das camadas da CAM pode estar relacionada também a
fragmentac&o de fibras colagenas observada com a utilizagéo de porfirinas hidrossolGveis®.
Correlacionado a esses sinais de destruicdo da CAM, um estudo mostrou o potencial acentuado
da PDT com TMPP em cultura de células tumorais, de induzir desorganiza¢do microtubular,
aumento do indice mitdtico aberrante, paralizacdo do ciclo celular e formacdo de células
redondas com parcial perda da aderéncial®?,

Baseado nas caracteristicas fisicas e quimicas da TMPP, era esperado uma resposta
vascular mais proeminente da PDT em comparagdo aos outros tratamentos. Diversas variaveis
devem ser consideradas para estabelecer um protocolo eficaz. O grau de fototoxicidade da
porfirina esta relacionada a sua habilidade de promover formacdo de oxigénio singlete, a
captacdo celular da molécula e consequentemente a sua localizagdo subcelular. Um estudo com
cultura celular tumoral em que a porfirina TMPP se mostrou mais toxica e eficiente na producéo
de espécies reativas de oxigénio em comparacédo a ftalocianina metalada, sugerindo uma dose
terapéutica de 1puM, 100 vezes menor do que a utilizada neste estudo; sob fluéncia luminosa de
5 J/cmz, aproximadamente 7 vezes menor do que a fluéncia utilizada neste estudo*?3.

Além disso, relata-se que porfirinas hidrofilicas sdo absorvidas por endocitose e
consequentemente se acumulam em lisossomos®. A localizacdo do PS nestas organelas
promove a leséo celular, geralmente pelo estimulo da via apoptdtica®®’. No entanto, as células
endoteliais possuem fraca atividade endocitética dificultando a absorcdo do PS, apesar que a
matriz extracelular carregada negativamente auxilia na acdo da TMPP%1% A caracteristica
catibnica da TMPP permite orientar a molécula para localiza¢cdes subcelulares importantes,
promovendo alteragdes nas caracteristicas e funcionamento celular®’, possuindo alta afinidade
de ligagcdo com o DNA!!,

As alteragdes vasculares observadas no G4 ndo foram suficientes para promover
uma resposta vascular expressiva. O etanol foi utilizado na solugdo do solvente em todos os
grupos e ndo provocou ressecamento da membrana, assim como observado em outro estudo?.
Esse comportamento revela, portanto, que os resultados obtidos ndo impedem o seu uso em
solugéo com PBS em outros estudos.

Apesar de algumas diferengas no padrdo de alteracdo vascular entre os grupos

avaliados, no geral os sinais observados corroboram com os achados na literatura®®7273.74.75.106
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como hemorragia, formacdo de trombos, vasoconstri¢cdo, vasodilatacdo, hiperemia, estase
sanguinea e reperfusdo vascular. No entanto, todos 0s grupos em maior ou menor grau,
mostraram similaridade no aspecto geral da CAM apds as cinco horas de avaliacdo: diminuicao
vascular generalizada e/ou reducéo no calibre vascular, principalmente de vasos menores®.

O uso do modelo de membrana corioalantoide € de fato eficiente para avaliagdo de
efeito nos vasos sanguineos. Os métodos de avalia¢do sdo diversos e dificultam a padronizacéo
e comparagdo da resposta vascular. A contagem de vasos e outras variaveis quantitativas
relacionadas tem demonstrado ser um fator preditivo importante, mas ndo permite avaliar a
funcdo vascular. Dessa forma, se faz necessario que os estudos que tem como alvo 0s vasos
sanguineos, associem métodos de imagem que permitam monitorar a fungdo, garantindo
resultados mais robustos para serem extrapolados para ensaios e pratica clinica®®. Além disso,
a avaliacdo morfoldgica possui grande importancia na analise, permitindo relacionar as
alteracbes macroscopicas e microscépicas, contribuindo para a compreensao dos mecanismos
de lesdo vascular.

Os resultados obtidos neste estudo sugerem que o tratamento com a PDT utilizando
o PS porfirinico TMPP apresenta potencial efeito vascular. Os resultados apresentados aqui
indicam que a eficacia fotodindmica depende, de maneira complexa, de caracteristicas fisico-
quimicas das varidveis envolvidas na PDT e do tecido tratado. Sdo necessarios dados adicionais
para que seja possivel estabelecer um protocolo viavel para ensaios clinicos e uso terapéutico

para distdrbios vasculares e neoplasicos.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

A terapia fotodindmica é, desde o inicio do século XX, amplamente investigada
para o tratamento de doencas oncoldgicas, vasculares e infecciosas em humanos e em animais.
Sua acdo se baseia, principalmente, na destruicdo celular através do estresse oxidativo causado
pela interagdo de uma fonte de luz e uma substancia fotossensibilizadora, ativando-a e reagindo
com 0 oxigénio molecular. A partir dessa reacdo, sdo formadas espécies reativas de oxigénio
como oxigénio singleto, radicais superoxido e hidroxila e peroxido de hidrogénio.

A PDT vascular é uma modalidade que tem a vascularizacdo como alvo da a¢édo
fotodindmica. Para avaliagdo do efeito vascular, 0 modelo experimental CAM utiliza para a
membrana corioalantoide de galinha por ser uma membrana transparente, permitindo visualizar
a rede vascular que a compde. E um modelo alternativo ao uso de animais na pesquisa e possui
as vantagens de ser simples, de facil implementacdo laboratorial e barato. No entanto, houve
uma dificuldade em encontrar informagdes na literatura sobre a viabilidade dos ovos, visto que
houve uma perda acentuada de amostras pds-incubacéo.

A acdo da porfirina TMPP ap6s irradiacdo luminosa permitiu reducao vascular de
35%, sendo superior aos resultados obtidos pela analise da luz e solvente isolados. No entanto,
a vasoconstricdo da TMPP no escuro foi de 23% e portanto, ndo apresentou diferenca
significativa com a PDT.

A aplicacdo topica é frequentemente usada com o modelo CAM, mas é de interesse
apenas para estudos relacionados a lesdes superficiais ou distirbios dermatoldgicos. Novos
estudos utilizando o PS pela via sistémica sdo necessarios, pois estd mais correlacionada a via
de administracdo usada em modelos de mamiferos e na prética clinica.

O método de avalicdo das alteracdes morfoldgicas por escore nao foi sensivel para
este estudo, pois mesmo sendo observado diferencas subjetivas entre 0s grupos, ndo houve
diferenca estatistica. Dentre os parametros macroscopicos, a vasoconstri¢ao foi a alteracdo mais
relevante, pois foi observada em mais de 50% das amostras em todos os grupos, principalmente
G1, G3 e G4. A estase sanguinea foi mais acentuada em G1 e G3, enquanto a reperfusdo
vascular foi mais discreta em todos os grupos. A presenca de trombo foi mais relevante em G1
e G2, enquanto a hemorragia foi mais evidente em G3 e G4.

Na anélise histologica, a atrofia do mesoderma e a necrose da membrana foram os
parametros que mais se destacaram sobretudo em G1 e G2. Algumas caracteristicas
relacionadas a reacdo inflamatoria como vasodilatacdo mesodérmica sem hemécia, células

inflamatdrias no mesoderma, hemorragia e fibrose foram mais discretas. Por fim, a hiperemia
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de capilares ectodérmicos e a vasodilatagdo em mesoderma com hemécias foram visualizadas
com mais frequéncia em todos 0s grupos. Esses resultados permitiram compreender melhor os
efeitos da porfirina TMPP na rede vascular e o comportamento da membrana corioalantoide
frente aos tratamentos instituidos. No entanto, adicionar técnicas de imunohistoquimica, de
micrografia eletrdnica e/ou fazer andlises histoldgicas seriadas em um grupo amostral maior,
promoveria maior elucidagéo das reac6es vasculares e seus mecanismos ao longo do tempo.
Este estudo teve como objetivo os efeitos vasculares da TMPP sob irradiagédo
luminosa pela via tépica em modelo de membrana corioalantoide. Os resultados obtidos
demonstram perspectivas promissoras para a continuacdo do estudo da PDT com este PS devido
seus efeitos celulares e vasculares. Além disso, almejou-se avaliar a capacidade desta porfirina
em condicdo que permita que atue em conjunto com outras substancias com potencial
antiangiogénico. Dessa forma, incentiva-se novas investigacdes, modulando protocolos para o

tratamento multimodal principalmente de doencgas vasculares e oncologicas.
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Goiania, 04 de dezembro de 2017.

PARECER CONSUBSTANCIADO REFERENTE AO ATENDIMENTO DE PENDENCIA DO
PROTOCOLO N°. 069/17

I - Finalidade do projeto de pesquisa (pesquisa/aula pratica): PESQUISA

II - Identificacao:

O Data de apresentacio a CEUA: 13/06/2017

Q Titulo do projeto: Avaliacao da agdo fotodinamica vascular em membranas corioalantoicas (CAM).
Q Pesquisador Responsavel/ Unidade: Rodrigo Costa e Silva / I1Q
a

Pesquisadores Participantes: Luciane Madureira de Almeida (UEG), Taise Maria dos Anjos Oliveira
(EVZ/UFQG), Jodao Marcos Gongalves Barbosa (IQ/UFG)
O Médico Veterinario/CRMV: Taise Maria dos Anjos de Oliveira. CRMV: 06251/GO

O Unidade onde sera realizado: Instituto de Fisica da UFG

I1I - Objetivos e justificativa do projeto:
O entendimento da atividade fotodindamica sobre a membrana corioalantéica (CAM), bem como a
avaliacdo do efeito sinérgico dos fotossensibilizadores na vasoconstrigio, pode propiciar o
desenvolvimento de novas ferramentas e estratégias para o tratamento e controle de tumores solidos via
terapia fotodinamica vascular.
O objetivo do estudo ¢ avaliar o efeito vascular da membrana corioalantoéica (CAM) frente a agdo
fotodinamica de diferentes fotossensibilizadores. De forma especifica:
a) avaliar a eficiéncia de fotossensibilizadores catidonicos, anidnicos e ndo-idnicos em provocar a

vasoconstri¢do da membrana corioalantdica;

b) avaliar o efeito sinérgico da combinagio de dois fotossensibilizadores na vasoconstrigao.

IV - Sumario do projeto:

Q Discussao sobre a possibilidade de métodos alternativos e necessidade do numero de animais:
Segundo os pesquisadores, esse método em avaliacdo consistira em um método alternativo aos métodos
tradicionais que requerem o uso de ratos adultos ¢ a remogdo da artéria aorta descendente para a avaliagdo
da v-PDT (terapia fotodinamica vascular) em vasos isolados.

Q Prevé Projeto Piloto: Nao prevé projeto piloto.

Q Espécie animal utilizada/ nimero total de animais/ Nimero de animais por tratamento ou grupo
experimental: Galinha (gallus gallus).

Q Descricido do animal utilizado (Explicitar: espécie/ linhagem/ sexo (informar nimero por sexo)/
peso e/ou idade etc): Galinha (gallus gallus). Fase embrionaria. 135 individuos.

O Fonte de obtencio do animal: Avicultor autonomo. Sr Altamiro. Rua dos Cravos, Qd 24, lote 15.

Comisséio de Etica no Uso de Animais/CEUA

Pré-Reitoria de Pesquisa e Inovagdo/PRPI-UFG, Caixa Postal: 131, Prédio da Reitoria, Piso 1, Campus Samambaia (Campus Il) -
CEP:74001-970. Goidnia — Goias. Fone: (55-62) 3521-1876.
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Q Descricao das instalacdes utilizadas e numero de animais/drea/qualidade do ambiente (ar,
temperatura, umidade), alimenta¢do/hidratacdo: Os ovos serdo mantidos em chocadeiras com
capacidade para 60 ovos, mantidos a uma temperatura de 37°C e umidade de 60%. As chocadeiras estardo
localizadas no Instituto de Fisica da UFG.

Q Utilizacdo de agente infeccioso/gravidade da infeccio a ser observada e anilise dos riscos aos
pesquisadores/alunos: Nao serdo utilizados.

Procedimentos experimentais do projeto de pesquisa: Serdo avaliados fotossensibilizadores utilizados na
terapia fotodinamica (curcumindides, azul de metileno, porfirinas, fitalocianinas). Eles serdo classificados
segundo seu perfil de absor¢do molecular e caracteristica ionica. Os com bandas de absor¢o intensas na regido
do azul (400 a 500 nm) serdo denominados FS-1, sendo constituida pela TMPyP (catidnica), TPPS (anidnica)
¢ Curcumina (neutra). Os com bandas intensas na regido do vermelho (600 a 700 nm) serdo denominados FS-
2, sendo constituida pelo AM (cationico), Carboxi-ZnPc (anidnico) e ZnPc (neutro). A combinacdo dos FSs
sera entre os representantes da classe FS-1 com todos os representantes da classe FS-2, ou seja, (FS-1/FS-
2): TMPyP(+)/AM(+); TMPyP(+)/Carboxi-ZnPc(-); TMPyP(+)/ZnPc(0); TPPS(-)/

AM(+); TPPS(-)/Carboxi-ZnPc(-); TPPS(-)/ZnPc(0); Curcumina(0)/AM(+); Curcumina(0)/Carboxi-ZnPc(-);
Curcumina(0)/ZnPc(0). O preparo e analise da membrana corioalantdica consistira em, no dia 1, fazer a
assepsia da casca do ovo com alcool 70% e iniciar a incubagdo em chocadeira configurada com temperatura
de 37,7°C e 60%UR e agitagdo lenta. Dia 3: Retirar de 3 a 5 mL de albumina com seringa, abertura da janela
de visualiza¢do da CAM com pinga metalica seguida do fechamento com fita adesiva transparente. Re-incubar
os ovos na chocadeira com a mesma configura¢éo anterior, porém, sem agitagdo. Nos dias 11 a

14 sera o periodo de realiza¢do e acompanhamento dos experimentos; A manipulagdo dos ovos ¢ a realizagido
de todo o experimento sera realizado em capela de fluxo laminar a fim de evitar a contaminagdo e a
inviabiliza¢@o do ovo. Os fotossensibilizadores estudados serdo aplicados topicamente (dose de 1,50 e 100
uM/cm?) a membrana e irradiados com fonte de luz de espectro amplo (400 a 700 nm). A avaliagio da agdo
fotodinamica na CAM serd avaliada mediante a aquisi¢@o de imagens digitais imediatamente apds a irradiacao
¢ em intervalos de tempos regulares a fim de acompanhar a vasoconstri¢do causada pela agdo fotodinamica.
A avaliacdo vascular da CAM sera realizada com todas as combinag¢des de FSs (FS-1/FS-2), com todos os FSs
isolados, com o branco “FS-sem irradiagdo” e o branco “sem FS-com irradiagdo”. Todos os experimentos
serdo realizados em quintuplicada, totalizando a necessidade de 220 ovos viaveis.

Q Métodos utilizados para minimizar o sofrimento e aumentar o bem-estar dos animais antes, durante
e apos a pesquisa. Pontos Finais Humanitarios: Os riscos de desenvolvimento de doengas ou estimulos
dolorosos é minimo, visto que o procedimento sera realizado em uma idade (11° a 14° dia de
desenvolvimento do embrido) em que as células sensoriais de dor ainda nio se desenvolveram. Mas caso
seja observado qualquer anormalidade, os embrides serdo retirados da pesquisa e eutanasiados.

Grau de invasividade: 1.

Material utilizado em outros projetos: Nao.

Método de eutanasia: Congelamento por imersdo em nitrogénio liquido.

I Wy Wy

Destino do animal: Ao final serdo eutanasiados (congelamento por imersdo em nitrogénio liquido) sendo
posteriormente acondicionados em sacos plasticos ¢ mantidos em freezer até serem incinerados.
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YV — Comentarios do relator frente as orientacoes da CEUA:

O Quanto aos documentos exigidos pela CEUA/UFG: Estao anexados ao processo
1) Formulario de Protocolo da CEUA/UFG, 2) Projeto de Pesquisa em pdf. no CD-
Rom, 3) Termo de Responsabilidade assinado por todos os pesquisadores e
participantes envolvidos no projeto 4). Certidao de Ata do Conselho Diretor (CD)
da Unidade, constando a data de aprovacdo do projeto na Unidade

Q Quanto aos cuidados e manejo dos animais e riscos aos pesquisadores: Existem
riscos minimos ligados a manipulagdo de produtos quimicos utilizados no
laboratorio, contudo, os riscos serdo minimizados com a utilizagdo de EPI’s, como
luvas, jaleco e oculos, bem como o treinamento da equipe

VI - Parecer da CEUA:
De acordo com a documentagdo apresentada a CEUA, consideramos o projeto
APROVADO.

Informacao aos pesquisadores:
Reiteramos a importiancia deste Parecer Consubstanciado, ¢ lembramos que a

pesquisadora responsavel devera encaminhar a CEUA-PRPI-UFG o Relatorio Final
baseado na conclusdo do estudo e na incidéncia de publicagdes decorrentes deste, de
acordo com o disposto na Lei n®. 11.794 de 08/10/2008, ¢ Resolugdo Normativa n°. 01,
de 09/07/2010 do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal-
CONCEA. O prazo para entrega do Relatorio € de até 30 dias apds o encerramento da
pesquisa, a qual esta prevista para finalizar suas ac¢des até 31 de julho de 2023.

VII - Data da reuniao: 04/12/2017.

i"

" Coordenador
ada
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