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RESUMO 

 

A terapia fotodinâmica baseia-se na administração de uma substância fotossensibilizadora sob 

ativação luminosa através da emissão de comprimento de onda adequado na presença de 

oxigênio molecular. As reações fotoquímicas e fotofísicas desencadeiam na destruição do 

tecido irradiado, seja pela lesão celular ou vascular. Sendo assim, as principais aplicações 

terapêuticas da terapia fotodinâmica são a terapia oncológica e o e o tratamento de distúrbios 

relacionados à neovascularização. Para o desenvolvimento de protocolos que possam ser 

utilizados na prática clínica, utiliza-se o modelo experimental da membrana corioalantoide de 

embrião de galinha. Diante disso, este trabalho teve o objetivo de avaliar o efeito vascular da 

terapia fotodinâmica, com o uso da porfirina meso-tetrametilpiridil aplicada pela via tópica na 

membrana corioalantoide, na dose de 100µM. Foram adquiridas imagens antes do tratamento e 

a cada 30 minutos após a aplicação, até completar cinco horas de avaliação. Essa análise foi 

baseada na resposta vascular geral, quantificando a área vascular em pixels e obtendo a redução 

vascular em porcentagem; e na análise visual macroscópica e microscópica. As principais 

alterações identificadas foram vasoconstrição, formação de trombos, atrofia do mesoderma, 

fibrose perivascular, hiperemia de capilares ectodérmicos e necrose da membrana 

corioalantoide. A redução vascular após a terapia fotodinâmica foi de 35%, enquanto que o 

tratamento com a irradiação luminosa (14%), solvente (5%) e  fotossensibilizador (23%) não 

apresentaram resultados significativos. Sendo assim, apesar de todos os tratamentos terem 

promovido alterações macroscópicas e microscópicas na membrana, a redução vascular do 

grupo tratado com a terapia fotodinâmica utilizando a porfirina meso-tetrametilpiridil foi 

superior em relação aos tratamentos com a luz e com o solvente. Dessa forma este tratamento, 

nessas condições, apresenta um potencial uso no tratamento de distúrbios que tem como alvo a 

vascularização. 

 

Palavras-chave: angiogênese, vascularização, fotossensibilização, porfirina catiônica, 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 

100µM. 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. INTRODUÇÃO 

 

A terapia fotodinâmica (PDT – photodynamic therapy) é uma modalidade 

terapêutica minimamente invasiva que vem, desde o final do século XX, apresentando 

resultados relevantes em diversas áreas da saúde. A PDT tem sido usada no tratamento 

oncológico1–5 e de doenças vasculares6,7,8, bem como no tratamento de infecções e inativação 

de microorganismos9-24. Seus efeitos se baseiam na interação entre um agente 

fotossensibilizador (PS - photosensitizer), oxigênio molecular e irradiação luminosa de 

comprimento de onda adequado ao PS. Essa interação promove reações físicas e químicas que 

provocam a formação de radicais livres e espécies reativas de oxigênio responsáveis pela 

toxicidade celular e lesão vascular, bem como reação inflamatória25, 29, 102. 

A PDT possui uma característica altamente seletiva devido a preferência do PS pelo 

tecido proliferativo e pela aplicação da luz diretamente na lesão27,102. As respostas à PDT 

dependem do agente fotossensível utilizado, do grau de oxigenação do tecido, das condições de 

iluminação e do tipo de células envolvidas. No entanto, há relatos que mostram a limitação do 

seu efeito em tumores sólidos, devido a característica hidrofóbica da maioria dos PS e a 

dificuldade de absorção da droga e da penetração da luz nos tecidos alvos, além da possibilidade 

de promover angiogênese28,29. 

Diante disso, para melhor eficácia terapêutica, 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 substâncias antiangiogênicas, por exemplo. Assim, a PDT 

além de provocar citotoxicidade e potencializar a lesão vascular, também sensibiliza as células 

aos quimioterápicos ou a radiação ionizante promovendo protocolos mais eficazes com menor 

dose ou menor exposição, e consequentemente, menos efeitos colaterais28,29,31. 

Nesse contexto, a PDT vascular vem desta necessidade de aumentar a eficácia da 

PDT convencional, tendo como alvo os vasos sanguíneos aberrantes ou que nutrem o tecido 

tumoral. Esta modalidade de PDT promove a morte celular pela ação fotodinâmica direta, bem 

como pela hipoxia e desnutrição tecidual28,29,30. Estes efeitos são consequência de uma série de 

eventos vasculares pós-tratamento, como por exemplo, lesão no endotélio, aumento das junções 

intercelulares endoteliais promovendo formação de trombo, além de vasoconstrição e estase do 

fluxo sanguíneo72-75. 

Um modelo para estudo dos efeitos vasculares da PDT é a membrana corioalantoide 

(CAM) de embriões de galinha. É um modelo animal de fácil implementação 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 visualização direta e microscópica 

da vascularização antes, durante e após o tratamento76,80,81. O PS pode ser administrado pela 

via tópica ou sistêmica (geralmente intraperitoneal ou intravenoso) e após um período de 

incubação para absorção e biodistribuição, é então submetido a fotoativação76,80,81. 

Faz-se necessário o estudo dos efeitos das moléculas fotossensibilizadoras tanto em 

modelos experimentais quanto em ensaios clínicos, para determinar sua eficácia e assim 

desenvolver futuros protocolos baseados no seu potencial uso isolado ou em associação. Os 

efeitos vasculares de diversos PS já foram relatados neste modelo de membrana 

CAM84,106,109,110. A classe mais estudada é a das porfirinas tetrapirrólicas, devido sua alta 

efetividade. A porfirina meso-tetrametilpiridil (TMPP) é uma representante, tanto que alguns 

estudos já estabeleceram doses terapêuticas, viabilidade celular e produção de espécies reativas 

de oxigênio a depender da concentração deste PS e condições de iluminação utilizadas102,103,105. 

No entanto, não foram encontrados relatos da ação da TMPP na PDT vascular em modelo 

experimental CAM. 

O propósito deste trabalho foi investigar as lesões na vascularização induzidas pela 

ação fotodinâmica da TMPP pela via tópica em modelo in vivo de membrana corioalantoide de 

galinha. Compreender o mecanismo das lesões associado às características do 

fotossensibilizador e fotoativação, permite otimizar os protocolos de PDT. A investigação 

macroscópica e microscópica sugere que a PDT vascular utilizando a TMPP como 

fotossensibilizador tenha um potencial efeito vascular, promovendo principalmente angio-

oclusão e/ou vasoconstrição, estase sanguínea, formação de trombos e lesão celular. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. Histórico 

O uso de componentes que apresentam propriedades terapêuticas quando expostos 

à luz solar no tratamento de doenças, é documentado há mais de 3000 anos. Civilizações antigas 

como os egípcios, chineses e indianos já utilizavam a luz solar no tratamento de doenças 

cutâneas como psoríase, vitiligo e até mesmo o câncer25,32. Porém a atenção da comunidade 

científica a respeito dessas práticas terapêuticas se deu por volta de 1800 com estudos a respeito 

das reações químicas e físicas derivadas de diversos comprimentos de onda do espectro 

eletromagnético. Somente em 1901, o médico dinamarquês Niels Finsen publicou o livro La 

Phototherapie, relatando os primeiros conceitos dos efeitos fisiológicos da luz sobre as células. 

Além disso, indicou técnicas para o tratamento de infecções cutâneas usando luz 

monocromática, que foram amplamente utilizadas na prática clínica por médicos da época. 

Desta forma, tais descobertas lhe renderam o Prêmio Nobel de Medicina em 190325,32,33. 

A introdução do uso de substâncias fotossensibilizadoras na fototerapia ocorreu por 

volta de 1890. Um estudante de medicina, Oscar Raab percebeu acidentalmente que a 

associação de luz com o corante laranja de acridina em uma lâmina com Paramecium, provocou 

a morte do protozoário33,34. Em 1904, os pesquisadores alemães Herman von Tappeiner e Albert 

Jodlbauer perceberam a importância da presença do oxigênio nas reações observadas pelo 

estudante, criando o termo “reação fotodinâmica”25,34. Alguns anos mais tarde, em 1910, 

Hausmann demonstrou o potencial anti-angiogênico do fotossensibilizador hematoporfirina em 

tumores de ratos expostos à luz solar, e suas propriedades menos tóxicas comparadas aos 

corantes25. A partir de então novos estudos se sucederam e vários pesquisadores demonstraram 

a capacidade de acumulação seletiva de fotossensibilizadores porfirínicos em tumores obtendo 

resultados satisfatórios no tratamento do câncer usando a PDT25,35. 

O início da terapia fotodinâmica na medicina veterinária foi a partir dos anos 1980, 

quando Thomas Dougherty publicou o primeiro estudo utilizando tumores sólidos em cães e 

gatos. A partir de então, diversos estudos foram realizados, com resultados satisfatórios, na 

tentativa de estabelecer protocolos de tratamento para limitados tipos de neoplasias e espécies25. 

Apesar do grande potencial como alternativa terapêutica, ainda existem poucos estudos quando 

comparados com outras áreas da saúde. Tanto que somente em 2016 foi publicado o primeiro 

livro direcionado à PDT veterinária. 
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2.2. Radiação eletromagnética e fontes de luz 

O mecanismo de ação da PDT consiste na interação de três elementos: um agente 

fotossensibilizador (PS), uma fonte de luz e oxigênio molecular. O entendimento dos 

mecanismos da terapia fotodinâmica necessita de conhecimento multidisciplinar. Sabe-se que 

é necessário que a molécula do fotossensibilizador seja excitada ao absorver um fóton e, ao 

reagir com o oxigênio molecular provoque a formação de moléculas de radicais livres e espécies 

reativas de oxigênio, levando à lesão celular37. 

A interação entre matéria e luz, para que ocorra a absorção de fótons, depende do 

nível de energia emitido e de acordo com o espectro de radiação eletromagnética (Figura 1), a 

energia é inversamente proporcional ao comprimento de onda37. Radiações com comprimentos 

de onda maiores, como as ondas de rádio e micro-ondas, penetram mais profundamente nos 

tecidos, mas não possuem energia suficiente para provocar a excitação de elétrons na camada 

de valência da matéria. No entanto, os raios X e gama provocam a remoção dos elétrons da 

camada de valência devido sua alta energia32,37 sendo, portanto, utilizados nas radioterapias 

ionizantes convencionais38. 

 

FIGURA 1 - Diagrama adaptado do espectro de radiação eletromagnética, com ênfase no 

espectro de luz visível e seus respectivos comprimentos de onda 

Fonte: elaborado pelo autor com adaptações39,40 
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Dessa forma, radiações dentro da janela fototerapêutica, com comprimento de onda 

(λ) entre 300 a 900 nm37 ou segundo outros autores, entre 600 a 800 nm32,36 possuem energia 

suficiente para a excitação eletrônica com precisão e especificidade molecular37, permitindo 

uma penetração tecidual de até 2 cm36. Portanto, na terapia fotodinâmica são utilizadas fontes 

de luz que emitem ondas próximas à radiação ultravioleta, espectro de luz visível e ondas 

próximas a radiação infravermelha37. 

Conforme postulado em meados 1890 por Raab, o papel da luz na PDT é 

inquestionável, tanto quanto o papel do fotossensibilizador25,34. O ideal é que haja uma 

sobreposição entre o espectro de absorção do PS e o espectro de emissão da fonte de luz. Para 

a irradiação luminosa são considerados dois principais fatores: a quantificação da potência e 

fluência de luz aplicada. A potência ou irradiância, expressa em miliwatts por centímetro 

quadrado (mW/cm2) refere-se à intensidade de luz distribuída; enquanto a fluência é a 

quantidade de luz aplicada, expressa em joules por centímetro quadrado (J/cm2). O tempo de 

tratamento quantificado em segundos deriva da relação entre esses dois fatores, de acordo com 

a equação42,43: 

[𝑇 = 𝐹𝑙𝑢ê𝑛𝑐𝑖𝑎/𝑃𝑜𝑡ê𝑛𝑐𝑖𝑎]                                              (1) 

Para a escolha da fonte de luz ou dispositivo de fibra óptica que distribuirá a 

radiação, deve-se considerar o espectro de absorção do PS e localização, tamanho, 

acessibilidade e características do tecido alvo, garantindo uma distribuição suficiente e 

homogênea27,36. Os lasers, principalmente os lasers de diodo são as fontes de luz do tipo 

coerente mais utilizadas na PDT36,44. Outra opção de dispositivo inclui os diodos emissores de 

luz (LED), que ao contrário dos lasers, sua luz não é monocromática. Porém, possui uma largura 

no espectro de emissão relativamente estreita43,44 com comprimentos de onda de saída, variando 

entre 630 nm a 690 nm36. 

Alternativamente, as fontes de luz não-coerentes (lâmpadas convencionais) e a luz 

solar são amplamente disponíveis. Além disso, possuem baixo ou nenhum custo, 

respectivamente, e são consideradas uma opção para a irradiação, já que por emitirem o espectro 

de luz visível, possuem grande diversidade de comprimentos de onda capazes de ativar o PS36,41. 

Sendo assim, uma dosimetria complexa, que considera a dose total, a intensidade, o tempo e o 

modo de irradiação da luz, é necessária para controlar os fatores que afetam a eficácia da 

irradiação e da resposta clínica à PDT36. 
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2.3. Reação fotodinâmica 

Para que a reação fotoquímica aconteça, o comprimento de onda emitido deve 

enquadrar o espectro de absorção do PS (Quadro 1). Assim, uma molécula em seu estado 

fundamental (PS0) assumirá um estado excitado após a absorção de um fóton, desde que a 

diferença de energia entre esses dois estados seja compatível com a energia presente no fóton 

absorvido37. 

 

QUADRO 1 – Agentes fotossensibilizadores e seus espectros de absorção 

 

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 

Silício 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 

Ácido aminolevulínico (ALA) e seus ésteres 635 nm 

Fonte: Li et al.32; Dobson et al.36; Agostinis et al.44; Gonçalves et al.87 

 

O PS em seu estado fundamental está na forma singleto (1PS0 ou 1PS) e possui dois 

elétrons com spin opostos em um mesmo orbital na camada de valência. A exposição à luz na 

PDT o faz absorver um fóton e assumir um estado excitado singleto (1PS*) por meio da inversão 

de um spin para um orbital mais energético. Esta molécula possui uma característica muito 

instável, fazendo com que ela libere energia através da emissão de fluorescência ou calor e 

também realize um cruzamento intersistema (CIS). O CIS é um processo em que não há 

absorção ou emissão de radiação, no qual uma molécula excitada decai a níveis menos 

energéticos. Dessa forma, o 1PS* rapidamente decai, por meio de uma rotação de um dos spin 

de elétron em um dos orbitais, para um estado excitado tripleto (3PS*) mais estável e com menos 

energia37,44. 

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 oxigênio molecular, cujo estado fundamental é o tripleto (3O2). Como essas 

duas moléculas tripleto possuem apenas dois elétrons na camada de valência, ocupando orbitais 

diferentes, e com spin na mesma direção, essa relação intermolecular (3PS* – 3O2) é o fator 

predominante para que ocorra a PDT37. 
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O diagrama de Jablonski (Figura 2) exemplifica as reações fotofísicas 

predominantes, através da representação molecular dos níveis de energia. As transições entre 

os estados excitados (singleto e tripleto) para retornar ao estado fundamental do PS podem ser 

radiativas e não radiativas. As transições radiativas entre dois estados eletrônicos semelhantes 

(singleto-singleto) ou diferentes (tripleto-singleto), envolvem a perda de energia através da 

emissão de fótons por fluorescência ou por fosforescência, respectivamente. Além disso, as 

transições não radiativas para o estado tripleto (mais estável e de menor energia) do PS ou até 

mesmo para seu estado fundamental podem ocorrer por liberação de calor, conversão interna 

ou através de cruzamento intersistema37,44. 

 

FIGURA 2 - Diagrama de Jablonski adaptado.As setas contínuas (verdes e amarela) representam 

transições radiativas e as setas tracejadas (pretas) representam transições não-radiativas. 

Os quadrados correspondem aos orbitais da camada de valência e as setas menores 

representam os spin dos elétrons. As moléculas excitadas estão em vermelho. 

Fonte: elaborado pelo autor, adaptado de Sabino & Hamblin37 e Agostinis et al.44 

 

Essas reações fotofísicas ocorrem muito rapidamente, especialmente entre estados 

excitados do PS, haja vista que algumas dessas reações ocorrem em escalas de micro a 

nanosegundos. No entanto, a transição 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 reações químicas e interações moleculares que provocam as lesões celulares 

desejadas na PDT37. 

A base da PDT é a destruição tecidual pelo estresse oxidativo. Portanto, a partir 

dessa interação entre o 3PS excitado e 3O2 molecular, podem ocorrer dois tipos de reação: tipo 

I e tipo II. Na reação tipo I, há a transferência de um elétron do 3PS* para o 3O2 formando 

radical superóxido, radical hidroxila e peróxido de hidrogênio, iniciando uma cascata de 

eventos bioquímicos32,36,37. Na reação tipo II, há a transferência de energia do 3PS* para o 3O2 
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e então o 3O2 passa a assumir um estado excitado singleto (1O2*). Após essa transferência de 

energia, o 3PS* volta ao seu estado fundamental37,44. 

Essas espécies reativas de oxigênio (ERO) como radicais livres, peróxido de 

hidrogênio e oxigênio singleto, por exemplo, possuem propriedades citotóxicas, e são resultado 

de reações (tipo I e II) que ocorrem simultaneamente. Essas reações dependem das 

características do PS, assim como das concentrações de oxigênio em seu estado fundamental e 

outros substratos presentes nessas reações32,34. A maioria dos PS tendem a provocar a reação 

tipo II, dando ao 1O2 um papel importante na citotoxicidade desejada da PDT34,37,44. Além disso, 

relata-se uma reação tipo III, oxigênio-independente, caracterizada pela lesão celular direta pelo 

PS excitado. O desenvolvimento de PS que preferencialmente direcionem a reação 

fotodinâmica para os tipos II e III, auxilia no aumento da efetividade da PDT, sobretudo em 

tumores que apresentem regiões hipóxicas41,44. 

 

2.4. Fotossensibilizadores 

 

O PS é um composto químico capaz de ser fotoativado, e possui maior afinidade 

pelo tecido tumoral ou por lesões por meio de mecanismos complexos e pouco 

compreendidos32,34,36,50. No entanto atribui-se essa característica ao fato de que o 

microambiente tumoral e de doenças vasculares apresentam proliferação endotelial associada a 

alterações circulatórias como aumento da permeabilidade vascular51. Assim, a via de aplicação 

do PS em ensaios ou prática clínica pode ser tópica, sistêmica (oral, intravenosa, intranasal33), 

instilados em órgãos ocos36 ou intralesional/intratumoral46,52. Além disso, em modelos 

experimentais também relata-se a via intraperitoneal109. 

Os PS disponíveis para uso na PDT podem ser classificados de acordo com sua 

estrutura molecular50. A classe mais numerosa, cujas moléculas são as mais utilizadas 

atualmente é a dos tetrapirrois50. Essa estrutura tetrapirrólica é semelhante à protoporfirina 

encontrada na hemoglobina36. Neste grupo estão inclusos os PS porfirínicos, clorínicos, 

bacterioclorínicos e ftalocianínicos50. 

Existe uma diversidade de moléculas fotossensibilizadoras com características 

variadas, e por isso, a produção comercial de PS é um desafio. Pesquisadores e laboratórios tem 

preocupado em introduzir componentes e/ou modificar a estrutura das moléculas para (I) 

permitir a estabilidade uma vez que tendem a se agregar, diminuindo o tempo de vida do seu 

estado tripleto, e consequentemente reduzindo a formação de 1O2; (II) aumentar a produção de 

oxigênio singleto; (III) favorecer a distribuição do PS no tecido alvo, (IV) ter afinidade por 
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alvos subcelulares, (V) não ser tóxico até a sua fotoativação e (VI) ser solúvel em água ou outro 

solvente biocompatível32,33,34,35,36,50, dentre outras características consideradas ideais. 

Levando em consideração essas características, as porfirinas catiônicas são muito 

estudadas atualmente pois apresentam característica anfifílica. Sendo assim, sua estrutura 

hidrofílica permite se dissolver em soluções aquosas, e sua porção hidrofóbica permite se ligar 

a componentes celulares e subcelulares, facilitando sua entrada e acumulação103,111. 

A porfirina meso-tetrametilpiridil (TMPP) (Figura 3) apresenta propriedades 

fotofísicas de interesse para tratamentos clínicos, pois possui característica catiônica, 

conferindo afinidade pelo tecido tumoral além de alvos subcelulares87,88,112. Possui facilidade 

de ligação a sítios de carga negativa na membrana celular, favorecendo sua localização 

lisossômica por endocitose. Por este motivo, após fotoativação, há liberação de enzimas 

lisossômicas no citosol, promovendo a morte celular e na matriz extracelular provocando 

liberação de mediadores inflamatórios110. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 3 - Representação esquemática da 

estrutura química da porfirina 

meso-tetrametilpiridil (TMPP). 

Fonte: Pubchem108 

 

Possui alto rendimento quântico de oxigênio singlete no seu estado tripleto 

(excitado), além de ser capaz de se ligar e interagir com o DNA87,88,111,112,113. Além disso, pode 

promover morte celular por apoptose ou senescência através da diminuição do telômero e 

interferências na replicação do DNA. Por isso, tem potencial para tratamento oncológico, mas 

ainda são necessários estudos profundos para compreender os efeitos biológicos dessas 

características114. Por apresentar fluorescência, acumulação e lenta eliminação celular além da 
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ligação aos ácidos nucleicos, a TMPP tem também potencial para uso em exames de imagem 

diagnósticos para neoplasias111,112. 

Outra característica que confere vantagem no uso da TMPP é o transporte da 

molécula tanto por lipoproteínas de baixa (20%) quanto de alta densidade (80%). Sugere-se 

uma relação entre o transporte através de lipoproteínas de baixa densidade promover necrose 

celular, enquanto o transporte por lipoproteínas de alta densidade como a albumina promover 

lesão vascular112. Sua atividade pós-fotoativação possui ampla variedade de alvos como células 

tumorais e microorganismos como vírus, protozoários e bactérias – inclusive Gram negativas 

que sabidamente possuem maior resistência bacteriana104,110,115. 

Considerando o espectro de absorção (Figura 4), a TMPP apresenta seu pico de 

absorção máxima (banda de Soret) em λ=420 nm. Os picos menores de absorção (bandas Q) 

correspondem a λ=518 nm, 553 nm e 586 nm. 

 

FIGURA 4 - Espectro de absorção do fotossensibilizador TMPP. A banda 

de Soret (pico de absorção máxima) e as bandas Q estão 

identificadas com seus respectivos comprimentos de onda 

em nm. 

Fonte: arquivo pessoal. 

 

Apesar de ser hidrofílica, neste estudo foi diluída em PBS a 10% de etanol, para 

que essa solução pudesse ser avaliada e seus resultados utilizados futuramente em outros 

estudos com a associação desta porfirina com compostos sabidamente insolúveis em água, 

como a curcumina. 
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2.5. PDT como estratégia terapêutica vascular 

A vascularização de um tecido, seja ele normal ou patológico, é necessária, dentre 

outros motivos, para permitir o aporte nutricional e de oxigênio, bem como eliminação de 

resíduos metabólicos e gás carbônico60,61. No período embrionário, a formação dos vasos 

acontece através do surgimento de novas células endoteliais que se organizam em forma tubular 

(vasculogênese), bem como o desenvolvimento de vasos a partir dos já existentes 

(angiogênese), sob efeito do equilíbrio entre fatores estimulantes e inibitórios deste 

processo60,62. Dessa forma, os vasos sanguíneos tendem a se manter quiescentes, podendo ser 

temporariamente estimulados em situações fisiológicas como processos inflamatórios, ciclo 

reprodutivo feminino e cicatrização de feridas60,62. No entanto, condições patológicas como 

doenças isquêmicas e inflamatórias como artrite, retinopatia diabética e degeneração macular 

relacionada à idade (DMRI) e, principalmente, o câncer61,63, induzem um estímulo contínuo 

para a angiogênese, o que pode culminar em vasos imaturos, tortuosos, desorganizados, e 

excessivamente ramificados60. 

Em processos oncológicos, essa via de interdependência entre a multiplicação 

celular neoplásica e endotelial64 é tão importante para a viabilidade tumoral que a capacidade 

de angiogênese é considerada uma das dez características biológicas adquiridas pelas células 

durante o complexo processo de crescimento neoplásico e metastatização60,62
. 

O conceito de terapia anti-angiogênica foi primeiramente descrito em 197164 

sugerindo o potencial uso de anticorpos anti-fator pró-angiogênico. Desde então, diversos 

grupos de pesquisa tem realizado estudos para o desenvolvimento de moléculas e protocolos a 

serem utilizados isolados ou principalmente em associação com outras terapêuticas já 

existentes, como a PDT7,10,66. 

O efeito anti-angiogênico pode ser alcançado interferindo na função dos fatores, 

receptores e sinalização pró-angiogênica, estimulando ou regulando fatores inibitórios ou 

provocando lesões vasculares diretas63. Como o VEGF é o fator mais amplamente expressado, 

a maioria dos fármacos existentes para terapia anti-angiogênica tem como alvo a inibição deste 

fator. O fármaco mais antigo é o bevacizumab, um anticorpo monoclonal recombinante60. Além 

disso já 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 pró-angiogênicos 

e também o processo de sinalização e síntese60,67. O uso de compostos derivados de plantas com 

potencial antiangiogênico terapêutico como curcumina, polifenois, flavonoides, terpenoides, 

artemisina e tocotrienol também é emergente68,69. No entanto, sob diversos mecanismos, alguns 

tumores podem apresentar resistência inata ou adaptativa aos fármacos antiangiogênicos60. 
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Além do uso dessas substâncias visando impedir a angiogênese, uma outra 

possibilidade terapêutica vascular tem como alvo direto o comprometimento de vasos já 

existentes65. Nesta abordagem, os agentes perturbadores vasculares (VDA – vascular-

disrupting agent)65 provocam citotoxicidade e perda da morfologia e coesão celular, 

desencadeando colapso vascular seletivo e necrose tumoral70. O flavonoide DMXAA 

(vadimezan - 5,6-dimethyl-9-oxo-9H-xanthene-4-acetic acid) tem sua ação na diminuição do 

fluxo sanguíneo, provavelmente devido indução de apoptose e liberação de citocinas, enquanto 

os ligantes de tubulina (fosbretabulina, ombrabulina, plinabulina) provocam a destruição do 

citoesqueleto e interrupção de mecanismos mitóticos70,71. Mesmo sem um alvo específico, a 

hipertermia e a terapia fotodinâmica são estratégias terapêuticas que podem ser consideradas 

como agentes perturbadores vasculares65. 

Entre as décadas de 1960 e 1980, estudos mostrando os efeitos da PDT sobre os 

vasos sanguíneos se intensificaram, abrindo possibilidades para o tratamento de doenças 

oncológicas e vasculares72,73. Dessa forma, terapias que tem a vascularização como alvo 

apresentam vantagens em relação às terapias convencionais que visam a lesão celular, como 

maior acessibilidade e eficiência, bem como menor possibilidade de resistência terapêutica61. 

Assim, na PDT vascular, a fotolesão faz com que a célula endotelial se torne mais 

arredondada alterando as junções intercelulares e expondo o tecido subendotelial. Essa reação 

desencadeia a cascata de coagulação, levando a agregação plaquetária e formação de trombos 

que provocam a oclusão vascular e diminuição do aporte sanguíneo6,74,75. Além destes, outros 

efeitos vasculares comumente relatados são vasoconstrição, hemorragia, hemólise, 

embolização e reperfusão65,72,73,75. Consequentemente, tais alterações vasculares provocam a 

morte celular por isquemia e hipóxia comprometendo o fornecimento de oxigênio e nutrientes 

essenciais.  

Para provocar tais alterações, o PS deve atingir seletivamente o compartimento 

vascular, e o faz de forma passiva (a depender de suas características físico-químicas) ou ativa 

(quando apresenta modificações estruturais ou está ligado a moléculas ou sistemas carreadores 

que facilitam sua ligação às células endoteliais)61. O fato dos vasos derivados da angiogênese 

tumoral serem tortuosos, muito ramificados, e desorganizados, faz com que estes sejam também 

mais permeáveis, aumentando a pressão intersticial e favorecendo a redução da perfusão 

sanguínea e oxigenação do tumor. Apesar destas características não impedirem o crescimento 

tumoral, reduz a ação de fármacos (como na quimioterapia) e sua eficácia60. No entanto, essas 

características vasculares anormais permitem que os vasos sejam mais sensíveis à 
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fotossensibilização61,70 e, por isso, a lesão às células endoteliais é maior quando há um menor 

intervalo entre a administração do PS e a irradiação luminosa27,74. 

 

2.6. Modelo experimental in vivo de membrana corioalantóica 

A membrana corioalantoide (CAM), origina-se da fusão do mesoderma do córion 

e do mesoderma do alantoide, e tem a função de troca gasosa, armazenamento de excretas 

urinárias, transporte de cálcio da casca para o embrião, equilíbrio ácido-básico e reabsorção de 

água e eletrólitos76,78,79. É composta por três camadas de tecido embrionário: o epitélio 

ectodérmico coriônico e o epitélio endodérmico alantóico que revestem o epitélio mesodérmico 

intermediário. Este último é composto por uma ampla rede vascular e estroma que se 

desenvolvem juntamente com o desenvolvimento do embrião79,80,,82 (Figura 5). 

 

FIGURA 5 - Representação esquemática das membranas 

extraembrionárias em embrião de galinha. 

Fonte: adaptado de Baggott82 

 

A estratificação da CAM em três camadas confere a espessura de aproximadamente 

200µm. O epitélio mesodérmico é composto por tecido conjuntivo frouxo enquanto no epitélio 

endodérmico observa-se uma única camada de células cuboides com citoplasma discretamente 

basofílico95,100. O epitélio coriônico é composto por duas camadas de células cuboides 

achatadas com citoplasma acidofílico. Essas duas camadas são separadas por um seio capilar 
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que fica mais evidente a partir do 11º EDD, assumindo uma posição superficial em contato com 

a membrana interna da casca a partir do 14º EDD100. 

Os vasos da CAM surgem a partir do 3º – 4º dia de desenvolvimento embrionário 

(EDD – embrionary development day) como uma rede de túbulos imaturos e espalhados no 

mesoderma, com ausência de lâmina basal e células musculares lisas76,79,80. Do 5º ao 10º dia, 

os vasos inicialmente espalhados dão origem a uma rede capilar intimamente associada ao 

ectoderma coriônico e diferenciam-se em capilares, arteríolas e vênulas, sendo que a partir do 

8º dia já existe um plexo vascular capaz de trocas gasosas76,79,81. O crescimento da CAM e a 

proliferação vascular se estendem até o 10º dia, com completa diferenciação da hierarquia 

vascular no 13º dia80. A membrana se apresenta em sua morfologia final, com maturação dos 

vasos, presença contínua de pericitos, células musculares lisas e lâmina basal, e diminuição dos 

espaços intercapilares, próximo do 18º dia76.  

O uso da CAM como modelo experimental in vivo é um método alternativo que 

permite estudos dos vasos sanguíneos e seu comportamento biológico sob variadas situações 

nas diversas áreas da ciência29,30,80,83. A CAM não possui inervação e é estabelecido que até o 

14º EDD, o embrião ainda não apresenta receptores associados a percepção de dor. Por isso 

recomenda-se que os experimentos que utilizam este modelo sejam realizados entre o 11º e o 

14º EDD, pois neste período a CAM já está desenvolvida e o estudo será indolor ao embrião81. 

Como a CAM se desenvolve rapidamente e se localiza logo abaixo da casca, 

possibilita fácil acessibilidade e visualização dos vasos sanguíneos. 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 sensível a variações ambientais80,81. Esse modelo é amplamente utilizado 

por exemplo, para estudos de desenvolvimento de fármacos anti e pró-angiogênicos, 

compreender crescimento tumoral e processos metastáticos, além de permitir avaliar o 

comportamento vascular frente a terapias como PDT, bem como estudos toxicológicos80,81. 

Sendo assim, optou-se em utilizar o modelo CAM para avaliação do efeito vascular da PDT 

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

 

3.1. Objetivo geral 

Avaliar o efeito vascular da terapia fotodinâmica em modelo de membrana 

corioalantoide de galinha utilizando o fotossensibilizador porfirínico meso-tetrametilpiridil. 

 

3.2. Objetivos específicos 

1. Quantificar a redução da área vascular obtida com os tratamentos com a PDT, o PS, a 

luz e o solvente. 

2. Avaliar as alterações macroscópicas dos tratamentos com a PDT, o PS, a luz e o 

solvente, a partir de imagens digitais da membrana corioalantoide. 

3. Analisar as alterações microscópicas na membrana corioalantoide após os tratamentos 

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

 

A terapia fotodinâmica com o fotossensibilizador porfirínico TMPP possui 

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

 

Este trabalho foi submetido e aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA-UFG – protocolo 069/2017). 

 

5.1. Local de desenvolvimento 

O estudo foi desenvolvido no Laboratório de Biologia Molecular Aplicada à 

Ciência Animal e no Laboratório de Bioquímica e Engenharia Genética do Instituto de Ciências 

Biológicas II, e o fotossensibilizador foi preparado no Laboratório de Biofotônica do Instituto 

de Física da Universidade Federal de Goiás, campus Samambaia. O processamento das 

amostras e análise histológica foi realizado no Laboratório de Histotécnica, Morfometria e 

Inovação (LHiMI) do Instituto de Patologia Tropical e Saúde Pública (IPTSP) da mesma 

instituição, 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 o G3 (n=5) e G4 (n=5) foram os grupos luz e controle solvente, respectivamente. 

No G1 e G2, por via tópica, foi aplicado 100 µL da solução do PS diluído com o solvente PBS 

a 10% de etanol. Porém somente o G1 foi submetido à irradiação luminosa após a aplicação da 

solução, caracterizando a PDT. O G3 recebeu a aplicação tópica de 100 µL do mesmo solvente 

seguido da irradiação luminosa, enquanto que o G4 recebeu somente a aplicação tópica de 100 

µL do solvente. 

Foram estabelecidos 12 tempos experimentais para obtenção das imagens (basal, 

T0, T30, T60, T90, T120, T150, T180, T210, T240, T270 e T300). O tempo basal corresponde 

à imagem antes do tratamento, o T0 corresponde à imagem imediatamente após o período de 

incubação pós-tratamento e os tempos seguintes obtidos em sequência a cada 30 minutos, 

totalizando 300 minutos de avaliação. A resposta vascular ao longo do tempo e entre os grupos 

foi avaliada em pixels (%), através do processamento das imagens. Além disso, o 

comportamento vascular e da CAM foi realizado por análise macroscópica e microscópica. 
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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 embrião (EDD 1 ou EDD 2). Na primeira etapa do experimento, os ovos 

foram higienizados com álcool 70% e incubados em incubadora previamente estabilizada, com 

temperatura entre 37ºC e 37,5ºC, 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 

álcool 70%, submetida a luz ultravioleta por 15 minutos e mantida em capela de fluxo laminar 

até o fim das três etapas do experimento, para minimizar risco de contaminação (Figura 6). 

Na segunda etapa (EDD 3) foi realizada a abertura da casca para exposição 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 à casca para permitir as trocas gasosas e mobilização 

de cálcio para o embrião, dificultando a técnica80. Cada ovo foi submetido à abertura de um 

orifício na casca na extremidade larga do ovo, com uma tesoura de ponta fina, para retirada de 

3 a 4 mL de albúmen com auxílio de seringa e agulha (Figura 7A). Depois desse procedimento, 

com uma pinça anatômica, uma janela de 4 cm² foi aberta para visualização da membrana 

interna da casca (Figura 7B). Esta foi então parcialmente retirada para exposição da CAM e do 

embrião viável (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 rotação) e 

incubado novamente nas mesmas condições de temperatura e umidade, porém sem a rotação 

automática. 

Esta etapa foi realizada na capela de fluxo laminar, e antes da manipulação dos 

ovos, as pinças e tesouras foram lavadas e autoclavadas. Os outros materiais que foram 

utilizados dentro da capela foram higienizados com álcool 70% e submetidos a luz ultravioleta 

por 15 minutos. Entre a abertura de cada ovo, as tesouras e pinças foram mantidas em álcool 

70% para minimizar contaminação entre os ovos. Estes procedimentos de preparação da 

membrana corioalantoide foram previamente descritos por Buzzá et al.84, com pontuais 

modificações. 
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FIGURA 6 - Primeira etapa de preparo da membrana 

corioalantoide. Manutenção dos ovos 

higienizados em incubadora dentro da capela 

de fluxo laminar.  

 

FIGURA 7 - Procedimentos da segunda etapa de preparo da 

membrana corioalantoide.Embrião no 3º dia de 

desenvolvimento do embrião. A – Abertura de 

orifício na casca para retirada de albúmen. B – 

Abertura da janela para exposição da membrana 

interna da casca. C – Exposição e inspeção da 

viabilidade da membrana corioalantoide e 

embrião. D – Fechamento da janela com fita 

adesiva para reincubação do ovo. 
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5.4. Preparo do fotossensibilizador 

A porfirina TMPP (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemanha) foi diluída em tampão 

fosfato-salino (PBS) a pH 7,4 com 10% de etanol na concentração de 100µM. Sua concentração 

e espectro de absorção foram determinados no espectrofotômetro. A soluções solvente de PBS 

a 10% de etanol também foi preparada no mesmo momento. Neste estudo o PS foi diluído em 

PBS a 10% de etanol para que essa solução pudesse ser avaliada e seus resultados utilizados 

em outros estudos com a associação desta porfirina com compostos sabidamente hidrofóbicos, 

como a curcumina. 

 

5.5. Irradiação luminosa e obtenção das imagens 

A terceira etapa foi realizada no 11º EDD. A janela de abertura foi estendida para 

permitir o posicionamento do anel de tefl  on (1 mm de espessura e altura e 15 mm de diâmetro 

interno), utilizado para delimitar a área de tratamento e análise (Figura 8A). Após a aplicação 

da solução do PS (G1 e G2) e solvente (G3 e G4), os ovos foram novamente incubados (sem 

cobertura da fita adesiva, nas mesmas condições de temperatura e umidade anteriores) por 40 

minutos84 no escuro. 

Após este período de incubação, as amostras do grupo G1 e G3 foram submetidas 

a cinco minutos de irradiação luminosa, a uma distância de 12 cm de uma fonte de luz branca, 

não coerente (lâmpada halógena de 500 W), de baixo custo (Br.Patent: PI 0802369-7 A2, 

2008)85 (Figura 8B). Esse sistema emite comprimentos de onda entre 470 nm e 750 nm em toda 

a região visível do espectro eletromagnético85, totalizando uma intensidade de 120 mW/cm² e 

fluência de 36 J/cm². O espectro de emissão da luz branca se sobrepõe ao espectro de absorção 

do fotossensibilizador porfirínico meso-tetrametilpiridil. 

O monitoramento fotográfico para avaliação vascular foi realizado através de 

estereomicroscópio (L20T, Bioptika®, Ningbo, Zhejiang, China) que contém uma fonte de luz 

LED de 2W e câmera fotográfica (Figura 9) a partir do software ISCapture (versão 3.6.7, 

China). As imagens digitais foram obtidas antes dos tratamentos de cada grupo (basal), 

imediatamente após o período de incubação (G2 e G4) e irradiação luminosa (G1 e G3) 

configurando o T0 e a cada 30 minutos até completar 300 minutos de avaliação, constituindo 

os tempos experimentais: basal, T0, T30, T60, T90, T120, T150, T180, T210, T240, T270 e 

T300 minutos84. Entre os tempos experimentais, os ovos foram mantidos na incubadora. 

Os experimentos do G2 foram conduzidos no período noturno com mínima luz 

ambiente. Além disso, as amostras foram mantidas no escuro entre as avaliações e submetidas 

a irradiação luminosa do estereoscópio somente durante a aquisição da imagem. Após o término 
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da obtenção das imagens, o fragmento da CAM delimitado pelo anel de teflon foi retirado para 

análise histológica. Este fragmento foi acondicionado em coletor universal com 40 mL de 

formol a 10%. Os ovos então foram congelados para posterior incineração.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 8 – A - Procedimento da terceira etapa de preparo da membrana 

corioalantoide. Embrião no 11º dia de desenvolvimento do 

embrião. Posicionamento do anel de teflon para delimitação 

da área de análise. B –Irradiação luminosa da membrana 

corioalantoide através de fonte de luz branca. 

 

 

FIGURA 9 – Obtenção das imagens da membrana corioalantoide 

com estereomicroscópio acoplado a câmera 

fotográfica através do software ISCapture.  

A B 
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5.6. Processamento e análise das imagens digitais 

Antes da análise quantitativa da resposta vascular, foi realizada uma análise 

qualitativa geral para identificação das alterações mais comuns, refletindo o comportamento 

vascular. As amostras cujas imagens apresentavam baixa qualidade ou interferência do embrião 

foram excluídas dos resultados.  

O processamento das imagens selecionadas foi feito pelo software de edição 

Photoshop® (Adobe Systems, versão 21.1.3, Califórnia, EUA). Para padronização do tamanho 

da área de análise, estabeleceu-se um recorte circular com largura e altura de 1448 pixels, pela 

ferramenta “Letreiro elíptico” (Figura 10A). Através dos comandos de teclado Ctrl+C e Ctrl+V, 

a imagem circular é recortada e isolada após ocultar visibilidade da camada “Plano de fundo” 

(Figura 10B). O excesso da área externa da imagem foi removido com a ferramenta “Corte 

demarcado” (Figura 10C). Em seguida, destacou-se os vasos sanguíneos em pixels pretos com 

o filtro “Fotocópia” e ajuste nos níveis de “detalhe” e “escuro” (Figura 10D). Depois o filtro 

“Estampa” foi aplicado, juntamente com ajustes nos níveis de “equilíbrio claro/escuro” e 

“suavidade” (Figura 10E), para atenuar ruídos de fundo de imagem101. Estas etapas de edição 

foram aplicadas em todas as imagens das amostras selecionadas. 

Para obtenção da resposta vascular, considerou-se a contagem (em porcentagem) 

dos vasos sanguíneos na imagem, dada pela relação entre a quantidade de pixels pretos pela 

quantidade total de pixels (Equação 2). 

 

%𝑣𝑎𝑠𝑜𝑠 =
𝑛º 𝑑𝑒 𝑝𝑖𝑥𝑒𝑙𝑠 𝑝𝑟𝑒𝑡𝑜𝑠

𝑛º 𝑑𝑒 𝑝𝑖𝑥𝑒𝑙𝑠 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
100 (2) 
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FIGURA 10 – Etapas do processamento das imagens através do software Photoshop®.  

 

 

A B C 

D E 
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Para isso, as imagens foram convertidas em preto e branco pela ferramenta “Make 

binary” (Figura 11A) e em seguida submetidas à mensuração do parâmetro “%Area” na 

ferramenta “Measure” (Figura 11B) do software Image J® (National Institutes of Health, versão 

1.53a, Maryland, EUA). O valor deste parâmetro (%Area), que corresponde à razão da equação, 

foi submetido ao cálculo da fórmula e o resultado (%vasos) foi normalizado em relação ao valor 

obtido (pelo mesmo processo) na análise da imagem basal de cada amostra em cada grupo. 

Desta forma, foi possível quantificar a resposta vascular ao tratamento durante o tempo 

experimental101. Esses valores foram tabulados e analisados dentro do grupo e entre os grupos 

ao longo do tempo. Além disso, o valor obtido da diferença entre a resposta vascular no T300 

em relação ao basal, de cada amostra, também foi analisado, estabelecendo comparação entre 

os grupos. Este dado reflete a resposta vascular geral de cada grupo. O cálculo foi baseado na 

formula (Equação 3), modificada; uma vez que os dados obtidos já se encontram em 

porcentagem. DV se refere à diferença vascular, RVi à resposta vascular inicial (basal) e RVf 

à resposta vascular final (300 minutos). 

 

𝐷𝑉 = (𝑅𝑉𝑖 –  𝑅𝑉𝑓)                                                                                                   (3) 

 

FIGURA 11 – Etapas do processamento das imagens no software ImageJ.  

 

 

A B 
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Para auxílio na compreensão das alterações vasculares observadas na análise 

histológica, foi realizada avaliação macroscópica em escore nas imagens obtidas no tempo 300 

minutos, em comparação com as imagens nos tempos anteriores. Dessa forma estabeleceu-se 

um escore de 0 a 3 para ausente, discreto, moderado e acentuado para os parâmetros estase 

sanguínea, reperfusão vascular, hemorragia e trombo. Considerou-se como discreto quando a 

alteração 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 o parâmetro 

vasoconstrição, o mesmo padrão de escore foi adotado. No entanto, considerou-se discreto 

quando a constrição 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 vasocontrição foi observada em vasos de maior calibre (artérias e veias 

alantóicas). 

 

5.7. Preparo das amostras e análise histológica 

Um fragmento de cada membrana corioalantoide fixado em formaldeído 

tamponado à 10% foi submetido ao processamento histológico de rotina do laboratório para 

emblocagem em parafina. Após os fragmentos terem sido submetidos à desidratação, 

diafanização e infiltração em parafina, os blocos de parafina foram submetidos a cortes em 

micrótomo automatizado (RM2255, Leica Microsystems, Wetzlar, Hessen, Alemanha) em uma 

espessura de 4 µm. Os cortes histológicos foram preparados para coloração de hematoxilina e 

eosina, de acordo com a técnica de rotina do laboratório. A análise das lâminas foi realizada 

por um único observador, pesquisador experiente, através de microscópio óptico com câmera 

fotográfica (ICC50 HD, Leica Microsystems, Wetzlar, Hessen, Alemanha) em objetiva de 40x. 

A análise qualitativa incluiu a identificação de oito parâmetros: hiperemia de 

capilares ectodérmicos, vasodilatação em mesoderma sem hemácias, vasodilatação em 

mesoderma com hemácias, hemorragia, células inflamatórias no mesoderma, fibrose 

perivascular em mesoderma, atrofia do mesoderma e necrose de membrana. A vasodilatação 

mesodérmica sem hemácias é sugestiva de presença de vasos linfáticos ou focos de obstrução 

do fluxo sanguíneo, enquanto a vasodilatação mesodérmica com hemácias sugere presença de 

trombos ou hiperemia acentuada. Esses parâmetros foram avaliados em ausente, discreto, 

moderado e acentuado, atribuindo-se escores de 0 a 3, respectivamente. Considerou-se como 

discreto quando a alteração observada ocupava 25% da lâmina, moderado quando ocupava 

entre 25% a 50% da lâmina e acentuado quando ocupava mais de 50% da lâmina avaliada. 
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5.8. Análise estatística 

Os resultados do modelo experimental da CAM foram expressos como média e 

desvio- padrão e para analisar a diferença entre os tratamentos foi utilizada a análise de 

variância (ANOVA) seguido de teste de Tukey. Na análise 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 avaliação macroscópica e microscópica qualitativa foi determinada por escore e 

os resultados foram expressos como mediana e desvio-padrão. A análise da diferença entre os 

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 análises estatísticas foram realizadas no software GraphPad Prism (versão 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% não foram incluídas na 

análise estatística devido interferência nas imagens obtidas. Assim, ao final do experimento, os 

dados avaliados foram obtidos pela análise de 10,2% dos ovos incubados (Figura 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 12 – Comparação entre a viabilidade dos ovos na 

primeira etapa do experimento (incubados), 

na terceira etapa do experimento 

(experimento) e após análise qualitativa das 

imagens que excluiu as amostras com 

interferência do embrião (análise). Letras 

diferentes indicam diferença estatística 

(p<0,05) pelo teste de análise de variância. 
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6.2. Efeito vascular quantitativo 

O comportamento vascular dentro do grupo G1, que recebeu o tratamento com a 

PDT, revelou diferença estatística entre os tempos basal e 60 minutos (Figura 13).  

 

FIGURA 13 – Redução vascular na membrana corioalantoide ao longo do tempo 

experimental após tratamento com a solução do fotossensibilizador 

TMPP e submetidas a irradiação luminosa (PDT). O símbolo (*) 

identifica amostras com diferença estatística (p<0,05) pelo teste 

ANOVA para dados pareados seguido do teste de Tukey. 

 

Na comparação entre os grupos, o G1 apresentou diferença estatística com os 

grupos G3 (somente luz) e G4 (somente solvente) nos tempos 60, 150 e 180 minutos. Também 

houve diferença estatística entre o grupo G1 e G4 nos tempos 210 e 270 minutos. A Tabela 1 

mostra os valores da média e desvio padrão para os grupos ao longo do tempo experimental, e 

o gráfico (Figura 14) esquematiza esses valores.  
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TABELA 1 – Médias e desvio-padrão da área vascular (%) ao longo do tempo experimental para os grupos que receberam tratamento com a PDT (G1), PS 

(G2), luz (G3) e solvente (G4). 

Grupos basal 0 min 30 min 60 min 90 min 120 min 150 min 180 min 210 min 240 min 270 min 300 min 

G1 100±0 81±20 75±16 68±13a 73±17 74±17 70±17a 69±18a 71±19a 71±20 70±19a 71±21 

G2 100±0 86±6 82±13 76±10 81±11 81±13 80±11 80±14 79±15 84±21 83±20 82±18 

G3 100±0 102±13 82±13 91±8b 87±4 95±10 94±9b 92±7b 88±6 88±14 86±5 86±10 

G4 100±0 95±7 95±23 90±9b 92±8 83±18 92±7b 96±9b 96±11b 97±6 95±8b 86±20 

Letras diferentes indicam diferença estatística (p<0,05) pelo teste ANOVA seguida de teste de Tukey. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 14 – Redução vascular na membrana corioalantoide ao longo do 

tempo experimental após tratamento a PDT (G1), PS (G2), luz 

(G3) e solvente (G4). Letras diferentes identificam diferença 

estatística (p<0,05) entre grupos (G1, G3 e G4) no tempo 

experimental pelo teste ANOVA seguido do teste de Tukey. 
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No grupo G1 a redução vascular total calculada pela equação 3 foi em média, de 

aproximadamente 35% quando comparado os resultados no tempo basal e 300 minutos. No G2 

e G3 essa redução foi próxima a 23% e 14% respectivamente, enquanto no G4 foi equivalente 

a 5% (Figura 15). Houve diferença estatística entre o G1 e os grupos G3 e G4 (Figura 16). O 

G2, grupo que recebeu o tratamento somente com a solução do PS, não apresentou diferença 

estatística tanto dentro do grupo quanto entre os grupos avaliados. Os grupos G3 e G4 também 

não apresentaram diferença estatística dentro do grupo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16 – Redução vascular total calculada pela 

diferença entre os valores obtidos no 

tempo 300 minutos e basal.  
Letras diferentes indicam diferença 

significativa entre grupos (p<0,05) pelo 

teste ANOVA seguido do teste de 

Tukey. 
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FIGURA 15 – Imagens processadas ilustrativas da redução da área vascular (%) em amostras submetidas ao tratamento com a PDT (A), PS (B), luz (C) e 

solvente (D).  

 

240min – 80% 300min – 77% 

120min – 89% 180min – 74%  

Basal – 100% 60min – 91%  

Basal 300min  

240min – 101% 300min – 90% 

120min – 88% 180min – 100%  

Basal – 100% 60min – 79%  

Basal 300min  

240min – 98% 300min – 88% 

120min – 86% 180min – 95%  

Basal – 100% 60min – 96%  

Basal 300min  

240min – 90% 300min – 96% 

120min – 91% 180min – 84%  

Basal – 100% 60min – 90%  

Basal 300min  
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6.3. Efeitos vasculares macroscópicos 

Na avaliação macroscópica das imagens no tempo 300 minutos em comparação 

com as imagens antes do tratamento, não houve diferença estatística entre os grupos para os 

parâmetros avaliados no escore (Tabela 2).  

 

TABELA 2 – Análise macroscópica das membranas corioalantoide no tempo 300 

minutos. Medianas e desvio-padrão dos parâmetros classificados em 

um escore de 0 a 3. 

Grupos Vasoconstrição Estase Reperfusão Hemorragia Trombo 

G1 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 diferença significativa entre os grupos (p>0,05) pelo teste de Kruskal-Wallis. 

 

Todos os grupos apresentaram algum grau de vasoconstrição. Aproximadamente 

86% das amostras no G1 mostraram constrição moderada a acentuada, enquanto no G2 foram 

60%, no G3 100% e no G4 80%. No entanto a vasoconstrição acentuada foi observada somente 

no G1 e G2, em aproximadamente 40% das amostras. A estase e a reperfusão sanguínea 

acentuadas foram visualizadas somente no G1. Além disso, a formação 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 não apresentaram sinais 

macroscópicos de hemorragia, 40% do G3 e G4 obtiveram escore máximo para este parâmetro 

(Figura 17B). 

 

FIGURA 17 – Avaliação macroscópica por escore quanto a presença de trombos (A) e 

hemorragia (B) nas imagens obtidas com 300 minutos.  

Não houve diferença estatística (p<0,05) pelo teste de Kruskal-Wallis 

seguido do teste de Dunn. 
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A análise geral das imagens ao longo do tempo para identificação das principais 

alterações vasculares do G1 (Figura 18) revelou que as membranas se comportaram de forma 

semelhante entre elas. A partir do T0 e T30 nota-se vasoconstrição seguida de reperfusão e 

estase vascular nos tempos seguintes, e se mantendo assim durante todo o período experimental. 

A constrição foi evidente em vasos de maior e menor calibre, e provocando – nestes últimos – 

perda da capacidade de acompanhar o trajeto vascular. Em alguns casos notou-se também 

modificação na morfologia vascular, com irregularidades na parede do vaso e assumindo um 

trajeto mais tortuoso em relação ao basal. 

No grupo G2 (Figura 19) notou-se que a constrição de vasos menores, em 

comparação ao grupo PDT, foi mais discreta ao longo do tempo. No entanto, a estase sanguínea 

foi a característica mais comum e evidente nas amostras deste grupo em praticamente todo o 

período experimental. Em alguns casos, a estase foi sucedida por vasodilatação, a partir de 90 

minutos. Na maioria dos casos as alterações vasculares evoluíram até aproximadamente 150 

minutos e se mantendo estáveis até o término dos 300 minutos. Das cinco amostras, quatro 

indicaram presença de trombo em pelo menos um tempo experimental; e três apresentaram os 

primeiros sinais de alteração vascular no T0, logo após o período de incubação do PS (Figura 

20).  

O comportamento vascular no G3 (Figura 21) e G4 (Figura 22) foi semelhante e as 

alterações mais comuns foram constrição de vasos menores e estase sanguínea mas também se 

observou a presença discreta de trombo e focos de hemorragia. No grupo G3 foi observado 

macroscopicamente, que os primeiros sinais visíveis de alteração vascular são notados entre o 

T0 e o T60, se mantendo com poucas alterações até o final do tempo experimental. No entanto, 

o início das alterações no G4 foi variável, ocorrendo em até 120 minutos. 
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FIGURA 18 - Imagens da CAM obtidas através de estereomicroscópio comparando amostras 

do grupo G1 (PDT). Comparação de uma mesma amostra em A (basal), B (T60) 

e C (T90). B representa um aumento do quadro azul em A para identificação de 

focos de microhemorragia. Em C observa-se intensa reperfusão vascular e 

estase sanguínea após vasocontrição nos tempos anteriores. D representa outra 

amostra evidenciando alteração na morfologia vascular, se apresentando mais 

tortuosos. Comparação de uma mesma amostra em E (basal) e F (T300) onde é 

possível visualizar a vasoconstrição mais severa, comum no grupo PDT. Em F 

identifica-se perda da capacidade de acompanhar o trajeto vascular devido 

constrição de vasos maiores e menores. 
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FIGURA 19 - Imagens da CAM obtidas através de estereomicroscópio comparando amostras 

do grupo G2 (PS). Comparação de uma mesma amostra em A (basal) e B (T300) 

onde observa-se o padrão de alterações mais comumente observado: estase e 

vasoconstrição de vasos menores. Comparação de uma mesma amostra 

evidenciando vasoconstrição em C (T90) seguida de vasodilatação e estase 

sanguínea em D (T150). Comparação de uma mesma amostra em E (basal) e F 

(T240) evidenciando presença de trombos (setas verdes), estase sanguínea 

(setas azuis) e área de hiperemia (asterisco amarelo). 
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FIGURA 20 - Imagens da CAM obtidas através de estereomicroscópio comparando amostras 

do grupo G2 (PS) no basal (esquerda) e no T0 (direita). Em B nota-se severa 

vasoconstrição de vasos calibrosos (asterisco amarelo) que permaneceu 

praticamente inalterada até T300. Em D nota-se presença de grande quantidade 

de focos hemorrágicos acompanhado de estase sanguínea. 
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FIGURA 21 - Imagens da CAM obtidas através de estereomicroscópio comparando amostras 

do grupo G3 (luz) no basal (esquerda), no T60 (B) e no T300 (D). Setas verdes 

indicam presença de coágulo, seta azul indica estase sanguínea e astericos 

amarelos mostram constrição de vasos maiores. 
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FIGURA 22 - Imagens da CAM obtidas através de estereomicroscópio comparando amostras 

no basal (esquerda) e no T300 (direita) do grupo G4 (solvente). Notar que a 

vasoconstrição de vasos menores e discreta estase sanguínea, foram as 

alterações mais comuns. 

 

6.4. Efeitos vasculares microscópicos 

A análise estatística revelou que não houve diferença na avaliação microscópica por 

escore entre os grupos (Tabela 3). Embora sem diferença estatística, o aspecto necrótico 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 -  Avaliação macroscópica por escore 

quanto a presença de necrose da CAM 

nas imagens obtidas com 300 minutos. 

Sem diferença estatística (p<0,05) pelo 

teste de Kruskal-Wallis. 

 

As figuras 24 a 26 ilustram as principais alterações microscópicas 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 separação do ectoderma e/ou 

endoderma. Esta última característica 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 frequência foi de aproximadamente 20% e em G4 foi 

discreta a ausente. A presença de células inflamatórias dispersas no mesoderma foi 

aparentemente uniforme, uma vez que todos os grupos apresentaram infiltrado inflamatório 

discreto a ausente em no mínimo 60% (no G2) e até 100% (no G3). 

As alterações vasculares microscópicas foram avaliadas pelos parâmetros 

hemorragia, hiperemia de capilares ectodérmicos, vasodilatação em mesoderma com e sem 

hemácias. A hiperemia moderada a acentuada foi evidenciada em mais de 50% das amostras 

nos quatro grupos, chegando a 80% no G2 e G4. A vasodilatação sem hemácias discreta a 

ausente foi mais comum em pelo menos 60% das amostras do G2 e G4 e no mínimo 80% no 

G1 e G3. Foi observada vasodilatação com hemácias, sugestivo de coágulos focais ou difusos 

em quantidade moderada a acentuada em aproximadamente 60 a 70% do G1, G2 e G3. No G4 

esta frequência foi de 40%. Além disso a hemorragia microscópica 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 - Análise histológica de membranas corioalantoide. Mean ranks dos parâmetros histológicos analisados ao término do tratamento 

(300 minutos) com PDT (G1), PS (G2), luz (G3) e solvente (G4). 

Grupos Hiperemia 
Vasodilatação 

sem hemácia 

Vasodilatação 

com hemácia 
Hemorragia 

Células 

inflamatórias 

Fibrose 

perivascular 

Atrofia 

mesodérmica 
Necrose 

G1 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 diferença 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 preservação da espessura do mesoderma em todas as imagens. Em A nota-se vasodilatação mesodérmica com hemácias (seta amarela) e sem 

hemácias (seta vermelha). Cabeças de seta indicam hiperemia de capilares ectodérmicos. Seta azul larga indica separação do ectoderma e seta 

azul fina indica lise do endoderma. Em B e C observa-se integridade das camadas endodérmicas e ectodérmicas além de vasodilatação 

mesodérmica com hemácias, sugestiva de formação de trombo (setas amarelas). 

  

A B C 
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FIGURA 25 – Micrografia de membranas corioalantoide coradas com hematoxilina e eosina (HE) em objetiva de 10x do G3 (A, B e 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 (cabeça de seta) e vasodilatação mesodérmica com hemácias (seta amarela). Em B nota-se moderada atrofia do mesoderma com 

vasodilatação mesodérmica com hemácias (setas vermelhas) em toda a extensão da imagem, acompanhada de fibrose perivascular nas áreas 

mais basofílicas. Em C, observa-se atrofia mesodérmica e fibrose acentuadas em toda a extensão acompanhada de uma área sugestiva de 

coágulo (seta azul). Em D, E e F observa-se atrofia acentuada do mesoderma. Em D as setas vermelhas indicam áreas de necrose das camadas 

endodérmica (fina) e ectodérmica (larga). A seta amarela indica trombo em vaso dilatado acompanhado de fibrose perivascular moderada. 

(continua)  

A B C 

D E F 
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(continuação) Em E as setas azuis indicam hiperemia dos capilares ectodérmicos, enquanto a seta amarela indica vasodilatação com hemácia e 

a seta vermelha indica uma área de necrose no endoderma. Em F a cabeça de seta indica vasodilatação com hemácia, sugestiva de trombo 

acompanhada de intensa fibrose perivascular. Nota-se ainda perda da estrutura da membrana, com extensa área de necrose principalmente no 

mesoderma, além de separação do endoderma. 

 

 

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 áreas de necrose em toda a extensão da imagem, com vasodilatação com hemácias 

acompanhada de fibrose perivascular nas áreas basofílicas (setas azuis). Em B as setas vermelhas indicam vasodilatação com hemácias. Em C 

as cabeças de seta indicam hiperemia de capilares ectodérmicos e a seta vermelha indica vasodilatação com hemácias. 
 

 

 

A B C 
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7. DISCUSSÃO 

 

A estatística da viabilidade de ovos é pouco discutida na literatura. As perdas 

obtidas durante o experimento sugerem ser a razão pela qual o número amostral é pequeno nos 

ensaios que utilizaram a CAM como modelo experimental. Estudos semelhantes30,101 obtiveram 

viabilidade de 60% dos ovos incubados. No entanto, há a possibilidade de descarte de amostras 

viáveis devido interferência do embrião nas imagens obtidas101, diminuindo o número amostral 

para três30 a cinco30,84,101 em média, em cada grupo. A viabilidade obtida nesta pesquisa foi seis 

vezes menor, e embora parte das amostras viáveis também foi excluída da análise, estabeleceu-

se grupos experimentais com cinco ou sete amostras. 

Essa interferência embrionária poderia ser minimizada utilizando um anel com 

diâmetro menor que 15 mm. No entanto, os estudos que foram utilizados como referência30,84,101 

para este, fizeram uso do anel com tamanho semelhante. Além disso, a utilização de um anel 

com menor diâmetro poderia consequentemente diminuir a área de análise, embora alguns 

estudos relataram resultados positivos utilizando anéis com diâmetro de cinco milímetros29,66 

ou seis milímetros116. 

Outra possibilidade para diminuir essa interferência é adotar o modelo experimental 

CAM ex-ovo, técnica que consiste em cultivar os embriões em placas de Petri e dessa forma 

possibilita uma maior área de avaliação da CAM sem interferência da casca e do embrião. Um 

estudo que utilizou esta técnica relatou perda de 50% das amostras devido ruptura da membrana 

da gema após quebra da casca do ovo, e obteve taxa de sobrevivência de 80% entre o EDD 7 e 

o EDD 16117. Um outro estudo118 mostrou taxas maiores de sobrevivência dos embriões – 

aproximadamente 54% entre o 7º EDD e 12º EDD – em experimentos in ovo comparando com 

modelos ex-ovo.  

Os modelos experimentais in ovo e ex ovo são utilizados (modificados ou não) há 

pelo menos 50 anos80,81,101,118, e sua diversidade de técnicas tem o intuito de melhorar a 

avaliação das alterações, obtenção dos resultados e também diminuir as perdas. Estas são 

inevitáveis, uma vez que a abertura da casca e modificações nas condições de incubação 

expõem o embrião, que é sensível, a fatores ambientais e fisiológicos alterados80,81. Há citações 

sobre limitações da técnica80,81, e mesmo que esse modelo já 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 redução vascular. Os 

tratamentos somente com o PS, com a irradiação luminosa e com o solvente não foram capazes 
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de provocar redução vascular significativa, conforme esperado. A PDT apresentou um 

comportamento heterogêneo ao longo do tempo. Este fenômeno 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 variação do desvio padrão em todos os 

grupos. Dessa forma, a não uniformidade da resposta da PDT se refere aos valores significativos 

obtidos em alguns tempos (60, 150, 180, 210 e 270 minutos), e não durante todo o período 

experimental. Mesmo assim, a PDT foi capaz de promover efeito vascular significativo superior 

aos grupos controle, sugerindo que a porfirina TMPP sob irradiação luminosa promove 

diminuição da área vascular tratada, com efeito máximo após uma hora da irradiação e sem 

incremento significativo na redução vascular após esse período. 

Não foram encontrados relatos com o uso da PDT com TMPP para avaliação da 

resposta vascular em modelo CAM. No entanto, a PDT com outro PS porfirínico como derivado 

de hematoporfirina (Photogem®) mostrou eficiência na redução vascular de 60% pela via 

tópica, com fluência e intensidade luminosa semelhantes a este estudo, porém com dose da 

porfirina menor30. Outro PS estudado devido seu potencial anti-angiogênico foi a curcumina 

que após fotoestimulação promoveu redução vascular de 20%84 e 30%101 e da associação da 

curcumina com o azul de metileno de 50%101. Sendo assim, comparando com estes trabalhos 

que serviram de modelo para o delineamento da análise vascular, nota-se que esse método de 

avaliação baseado na medição da área vascular e na resposta vascular dada em porcentagem 

facilita a compreensão dos resultados e a comparação 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 à TMPP ou somente à luz apresentaram 

crescimento semelhante aos tumores não tratados112. No entanto, na análise morfológica, foram 

observadas alterações vasculares evidentes neste grupo (p>0,05), como formação de trombo, 

vasoconstrição, hiperemia de capilares ectodérmicos, atrofia do mesoderma e fibrose 

perivascular; e observou-se que três das cinco amostras apresentaram sinais evidentes de 

alteração vascular no T0, logo após o período de incubação do PS. Pode-se sugerir que esses 

efeitos vasculares observados podem ter relação com mínimo grau de toxicidade no escuro da 

TMPP associado a fotoestimulação da luz ambiente residual e da fonte de luz LED durante o 

período 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.114, que considerou 2 µM como alta dose de TMPP, capaz de promover morte de células 

tumorais após irradiação luminosa. Além disso, apesar da toxicidade no escuro da TMPP ser 

pouco significante, esta é proporcional à concentração utilizada. Para essa avaliação, 
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geralmente considera-se uma dose não-tóxica quando há preservação da viabilidade celular em 

pelo menos 95%106. Um estudo que avaliou o potencial citotóxico de cinco porfirinas no escuro 

mostrou que a TMPP apresentou o maior valor de viabilidade celular (aproximadamente entre 

90 e 100%), com concentrações de até 50 µM103. Outro ensaio também com cultivo de células 

tumorais, manteve as amostras incubadas no escuro por três horas com concentrações de até 2 

µM e após esse período não foram observados sinais significativos de citotoxicidade, com 

média de viabilidade celular em 96%110. No entanto, Strauss et al.106 relatou que a viabilidade 

de células endoteliais em cultivo diminuiu discretamente (90%) com a incubação de até 100 

µM de porfirinas hidrofílicas. Ainda, observou-se que nas células restantes viáveis, houve 

mudança na morfologia celular passando para uma forma fibroblastóide. 

Além disso, é importante considerar que a mínima luz ambiente durante a condução 

do experimento é capaz de provocar algum grau de fotoativação da porfirina. Um estudo89 

conduzido em laboratório com três níveis de luminosidade ambiente revelou que a TMPP, na 

dose de 100 µM, promoveu diminuição da contagem de colônias bacterianas significativamente 

sob estimulação de duas intensidades luminosas: 55±6 µW/cm² e 132 ±3 µW/cm². Para fim de 

compreensão definiu-se que estas intensidades correspondem à luminosidade de uma vela a 50 

cm de distância e à luminosidade crepuscular, respectivamente. Dessa forma, é possível 

considerar que a mínima luz ambiente residual durante o experimento se enquadra nessa faixa 

de valores.  

É esperado que a luz seja capaz de provocar algum grau de alteração celular e/ou 

vascular, já que a fototerapia tem sido estudada e utilizada desde o século XVIII25,32,33. A 

dosimetria dos fatores que envolvem o uso da radiação eletromagnética como tratamento tem 

grande importância, sobretudo na PDT, uma vez que os protocolos utilizados são diversos, 

permitindo ampla variedade de resultados. No uso do modelo CAM para avaliação da interação 

da luz com a membrana, a fluência entre 10 e 50 J/cm² é capaz de promover angio-oclusão84. 

Sendo assim, esse intervalo é adotado em muitos estudos obtendo semelhança nos resultados 

não significativos do uso isolado da luz. No entanto, alguns estudos utilizaram fluências 

maiores30,106,119 ou menores30 não obtendo, também, resultados significativos. O mesmo ocorre 

com a definição da intensidade luminosa, em que não foram observados efeitos isolados da 

fototerapia com intensidades entre 50 a 330 mW/cm² 30,84,110,119. 

As alterações vasculares observadas no grupo G3 podem ser devido a maior 

intensidade (180 mW/cm²) e fluência (36 J/cm²) luminosa, mesmo que estes valores estejam 

dentro dos intervalos discutidos anteriormente. Em comparação, foi relatado visualização de 

focos de hemorragia após irradiação com intensidade de 70 mW/cm² e fluência de 1 e 10 J/cm². 
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Esses sinais foram minimizados após redução da intensidade para 10 mW/cm² 91. Mesmo sendo 

visualizadas alterações, estas não foram significativas, pois os efeitos observados neste presente 

estudo ocorreram no início da análise, imediatamente após a irradiação luminosa até 60 

minutos, se mantendo relativamente constantes até 300 minutos. 

Na análise estrutural da membrana, foram observadas e avaliadas a presença de 

atrofia do mesoderma e fibrose perivascular, que juntamente com a presença de células 

inflamatórias, sugerem que o tratamento possui capacidade de promover alterações teciduais na 

CAM devido processo inflamatório. Considerando o significado dos parâmetros analisados, 

todos os tratamentos foram capazes de promover algum grau de reação inflamatória. Em um 

estudo avaliando a resposta da CAM após implante de biomateriais, foi observado que todo o 

processo inflamatório – desde identificação do agente, liberação de mediadores locais até 

migração celular – é semelhante aos mamíferos. Observa-se recrutamento de células 

inflamatórias como heterófilos (análogo ao neutrófilo de mamíferos), monócitos, macrófagos e 

trombócitos95. A infiltração celular (heterófilos e monócitos) ocorre após seis a 12 horas do 

início da resposta inflamatória95, semelhante ao obtido neste estudo, uma vez que a membrana 

permaneceu sob ação do PS por aproximadamente 340 minutos. É importante ressaltar que o 

embrião é naturalmente imunodeficiente, e é incapaz de modular uma resposta imune até o 12º 

EDD. Apesar de nesta idade possuir células de defesa localizadas nos órgãos linfoides, o 

embrião promove apenas reações inflamatórias não-específicas, recrutando heterófilos e 

macrófagos81.  

Nos quatro grupos, foram identificadas vasodilatação mesodérmica sem hemácias 

e hiperemia ectodérmica além da vasodilatação mesodérmica com hemácias. Esses achados 

corroboram com o fato que o processo inflamatório envolve a liberação de mediadores que 

promovem vasodilatação e consequente aumento do fluxo sanguíneo, provocando hiperemia. 

Juntamente com o aumento da permeabilidade vascular, a hiperemia provoca a agregação de 

células vermelhas favorecendo a formação de trombos106,120. Esta, é uma alteração esperada e 

a depender do protocolo, desejada no tratamento de doenças vasculares como a degeneração 

macular relacionada à idade em humanos. Neste sentido, um trabalho buscou estabelecer um 

protocolo de PDT com potencial trombótico utilizando veteporfina como PS, irradiado com 

fluência menor e intensidade luminosa maior do que a utilizada neste estudo121. 

Além disso, a formação de coágulos pode ser secundária a hemorragia. A presença 

desta alteração sugere lesão endotelial severa, uma vez que houve ruptura da integridade ou 

aumento da permeabilidade vascular120. Nos quatro grupos a hemorragia foi identificada e 

classificada em sua maioria como discreta a ausente, sugerindo que a formação de trombos ou 
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coágulos se deve ao somatório de eventos inflamatórios e alterações vasculares que ocorreram 

na membrana ao longo do tempo. Macroscopicamente, o escore de hemorragia não teve 

diferença estatística com o escore microscópico, e portanto, essa análise visual da imagem 

digital corrobora com o visualizado na lâmina histológica. O mesmo ocorreu com a avaliação 

de trombos e vasodilatação mesodérmica com hemácias.  

A hemostasia decorrente desses processos citados, promove vasoconstrição e estase 

sanguínea e consequentemente privação de nutrientes e oxigênio para o tecido, desencadeando 

processos de morte celular. Além disso, para que a PDT promova uma resposta vascular efetiva 

é necessário que a dose seja adequada, uma vez que a constrição e oclusão vascular transitórias, 

resultam em retorno do fluxo sanguíneo106. Deve-se evitar esse efeito, não utilizando doses 

subletais, principalmente para terapêuticas oncológicas, uma vez que a erradicação tumoral será 

prejudicada e poderá haver estímulo para metastatização114. 

Neste presente estudo a vasoconstrição, a estase e a reperfusão sanguíneas foram 

avaliadas macroscopicamente. Embora sem diferença estatística entre os grupos, a 

vasoconstrição moderada a acentuada e a reperfusão discreta foram observadas em todos os 

grupos, enquanto que a estase foi maior no G1 e G3. Há indícios que a reperfusão após a 

vasocontrição ocorre próximo à formação de novos vasos. Sendo assim, pesquisadores tem 

avaliado o tratamento combinado da PDT, que possui potencial de promover angiogênese, com 

agentes sabidamente anti-angiogênicos29,101. 

O potencial da PDT no tratamento do câncer também está relacionado à maior 

afinidade das células endoteliais em proliferação devido os processos de angiogênese 

característicos do microambiente tumoral. Essa afinidade pode promover níveis maiores de 

necrose seletiva do tecido neoplásico106. Ademais, estudos105,112 in vivo com a TMPP sob 

irradiação de luz vermelha relataram que células neoplásicas e endoteliais são diretamente 

afetadas pela fotoatividade da porfirina nas primeiras horas pós-irradiação. Observou-se 

diminuição no crescimento tumoral, lesões nas células neoplásicas e endotélio vascular (em 

componentes nucleares e de membrana) e também necrose tumoral. Essas alterações ao longo 

do tempo promoveu necrose extensa em até 12 horas. Neste presente estudo, 

microscopicamente, observou-se moderada a intensa presença de necrose da CAM após 

tratamento com a PDT.  

Sinais de acentuada destruição da membrana corioalantoide foram visualizados 

neste presente estudo, principalmente no G1 e G2. Além da necrose, relata-se atrofia do 

mesoderma associado ou não à lise e separação do ectoderma e/ou endoderma. Essas alterações 

indicam ação direta do tratamento bem como indireta através das alterações vasculares que 
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promoveram hipoxia. Resultados similares, porém mais tardios, foram observados em um 

estudo que relatou acentuadas necrose hemorrágica e atrofia do tecido glandular prostático nas 

áreas tratadas sete dias após a PDT com o PS Tookad®, uma bacterioclorina. O tecido não 

glandular também foi caracterizado por uma degeneração acentuada, além de pequenas áreas 

de ruptura epitelial122. Essa separação das camadas da CAM pode estar relacionada também à 

fragmentação de fibras colágenas observada com a utilização de porfirinas hidrossolúveis106. 

Correlacionado a esses sinais de destruição da CAM, um estudo mostrou o potencial acentuado 

da PDT com TMPP em cultura de células tumorais, de induzir desorganização microtubular, 

aumento do índice mitótico aberrante, paralização do ciclo celular e formação de células 

redondas com parcial perda da aderência102. 

Baseado nas características físicas e químicas da TMPP, era esperado uma resposta 

vascular mais proeminente da PDT em comparação aos outros tratamentos. Diversas variáveis 

devem ser consideradas para estabelecer um protocolo eficaz. O grau de fototoxicidade da 

porfirina está relacionada à sua habilidade de promover formação de oxigênio singlete, à 

captação celular da molécula e consequentemente à sua localização subcelular. Um estudo com 

cultura celular tumoral em que a porfirina TMPP se mostrou mais tóxica e eficiente na produção 

de espécies reativas de oxigênio em comparação a ftalocianina metalada, sugerindo uma dose 

terapêutica de 1µM, 100 vezes menor do que a utilizada neste estudo; sob fluência luminosa de 

5 J/cm², aproximadamente 7 vezes menor do que a fluência utilizada neste estudo123. 

Além disso, relata-se que porfirinas hidrofílicas são absorvidas por endocitose e 

consequentemente se acumulam em lisossomos106. A localização do PS nestas organelas 

promove a lesão celular, geralmente pelo estímulo da via apoptótica35,57. No entanto, as células 

endoteliais possuem fraca atividade endocitótica dificultando a absorção do PS, apesar que a 

matriz extracelular carregada negativamente auxilia na ação da TMPP103,106. A característica 

catiônica da TMPP permite orientar a molécula para localizações subcelulares importantes, 

promovendo alterações nas características e funcionamento celular107, possuindo alta afinidade 

de ligação com o DNA111. 

As alterações vasculares observadas no G4 não foram suficientes para promover 

uma resposta vascular expressiva. O etanol foi utilizado na solução do solvente em todos os 

grupos e não provocou ressecamento da membrana, assim como observado em outro estudo101. 

Esse comportamento revela, portanto, que os resultados obtidos não impedem o seu uso em 

solução com PBS em outros estudos. 

Apesar de algumas diferenças no padrão de alteração vascular entre os grupos 

avaliados, no geral os sinais observados corroboram com os achados na literatura65,72,73,74,75,106 



63 

como hemorragia, formação de trombos, vasoconstrição, vasodilatação, hiperemia, estase 

sanguínea e reperfusão vascular. No entanto, todos os grupos em maior ou menor grau, 

mostraram similaridade no aspecto geral da CAM após as cinco horas de avaliação: diminuição 

vascular generalizada e/ou redução no calibre vascular, principalmente de vasos menores84. 

O uso do modelo de membrana corioalantoide é de fato eficiente para avaliação de 

efeito nos vasos sanguíneos. Os métodos de avaliação são diversos e dificultam a padronização 

e comparação da resposta vascular. A contagem de vasos e outras variáveis quantitativas 

relacionadas tem demonstrado ser um fator preditivo importante, mas não permite avaliar a 

função vascular. Dessa forma, se faz necessário que os estudos que tem como alvo os vasos 

sanguíneos, associem métodos de imagem que permitam monitorar a função, garantindo 

resultados mais robustos para serem extrapolados para ensaios e prática clínica63. Além disso, 

a avaliação morfológica possui grande importância na análise, permitindo relacionar as 

alterações macroscópicas e microscópicas, contribuindo para a compreensão dos mecanismos 

de lesão vascular. 

Os resultados obtidos neste estudo sugerem que o tratamento com a PDT utilizando 

o PS porfirínico TMPP apresenta potencial efeito vascular. Os resultados apresentados aqui 

indicam que a eficácia fotodinâmica depende, de maneira complexa, de características físico-

químicas das variáveis envolvidas na PDT e do tecido tratado. São necessários dados adicionais 

para que seja possível estabelecer um protocolo viável para ensaios clínicos e uso terapêutico 

para distúrbios vasculares e neoplásicos. 
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8. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A terapia fotodinâmica é, desde o início do século XX, amplamente investigada 

para o tratamento de doenças oncológicas, vasculares e infecciosas em humanos e em animais. 

Sua ação se baseia, principalmente, na destruição celular através do estresse oxidativo causado 

pela interação de uma fonte de luz e uma substância fotossensibilizadora, ativando-a e reagindo 

com o oxigênio molecular. A partir dessa reação, são formadas espécies reativas de oxigênio 

como oxigênio singleto, radicais superóxido e hidroxila e peróxido de hidrogênio.  

A PDT vascular é uma modalidade que tem a vascularização como alvo da ação 

fotodinâmica. Para avaliação do efeito vascular, o modelo experimental CAM utiliza para a 

membrana corioalantoide de galinha por ser uma membrana transparente, permitindo visualizar 

a rede vascular que a compõe. É um modelo alternativo ao uso de animais na pesquisa e possui 

as vantagens de ser simples, de fácil implementação laboratorial e barato. No entanto, houve 

uma dificuldade em encontrar informações na literatura sobre a viabilidade dos ovos, visto que 

houve uma perda acentuada de amostras pós-incubação. 

A ação da porfirina TMPP após irradiação luminosa permitiu redução vascular de 

35%, sendo superior aos resultados obtidos pela análise da luz e solvente isolados. No entanto, 

a vasoconstrição da TMPP no escuro foi de 23% e portanto, não apresentou diferença 

significativa com a PDT. 

A aplicação tópica é frequentemente usada com o modelo CAM, mas é de interesse 

apenas para estudos relacionados a lesões superficiais ou distúrbios dermatológicos. Novos 

estudos utilizando o PS pela via sistêmica são necessários, pois está mais correlacionada à via 

de administração usada em modelos de mamíferos e na prática clínica. 

O método de avalição das alterações morfológicas por escore não foi sensível para 

este estudo, pois mesmo sendo observado diferenças subjetivas entre os grupos, não houve 

diferença estatística. Dentre os parâmetros macroscópicos, a vasoconstrição foi a alteração mais 

relevante, pois foi observada em mais de 50% das amostras em todos os grupos, principalmente 

G1, G3 e G4. A estase sanguínea foi mais acentuada em G1 e G3, enquanto a reperfusão 

vascular foi mais discreta em todos os grupos. A presença de trombo foi mais relevante em G1 

e G2, enquanto a hemorragia foi mais evidente em G3 e G4. 

Na análise histológica, a atrofia do mesoderma e a necrose da membrana foram os 

parâmetros que mais se destacaram sobretudo em G1 e G2. Algumas características 

relacionadas a reação inflamatória como vasodilatação mesodérmica sem hemácia, células 

inflamatórias no mesoderma, hemorragia e fibrose foram mais discretas. Por fim, a hiperemia 
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de capilares ectodérmicos e a vasodilatação em mesoderma com hemácias foram visualizadas 

com mais frequência em todos os grupos. Esses resultados permitiram compreender melhor os 

efeitos da porfirina TMPP na rede vascular e o comportamento da membrana corioalantoide 

frente aos tratamentos instituídos. No entanto, adicionar técnicas de imunohistoquímica, de 

micrografia eletrônica e/ou fazer análises histológicas seriadas em um grupo amostral maior, 

promoveria maior elucidação das reações vasculares e seus mecanismos ao longo do tempo. 

Este estudo teve como objetivo os efeitos vasculares da TMPP sob irradiação 

luminosa pela via tópica em modelo de membrana corioalantoide. Os resultados obtidos 

demonstram perspectivas promissoras para a continuação do estudo da PDT com este PS devido 

seus efeitos celulares e vasculares. Além disso, almejou-se avaliar a capacidade desta porfirina 

em condição que permita que atue em conjunto com outras substâncias com potencial 

antiangiogênico. Dessa forma, incentiva-se novas investigações, modulando protocolos para o 

tratamento multimodal principalmente de doenças vasculares e oncológicas.  
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