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Avaliacdo da toxicidade de formulacdes comerciais de
anestésicos topicos odontolégicos em modelo de
membrana corioalantdica (CAM) de embridao de galinha
por meio da analise das imagens por software.
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INTRODUGAO:

A necessidade de substituicdo dos animais experimentais por espécies ou formas
filogeneticamente mais baixas possiveis (incluindo modelos in silico ou culturas in vitro) com capacidade
reduzida de sentir dor ou desconforto, ainda é um desafio em muitos campos da pesquisa cientifica
(Nowak-Sliwinska et al, 2014). Outras exigéncias envolvem a redugédo, que significa reduzir ao minimo
necessario o nimero de animais usados como organismos modelo para fins cientificos, e o refinamento,
gue significa protegé-los de sofrimentos desnecessarios, garantindo tratamento e vida de acordo com
os principios de bem-estar (Preis et al, 2021).

O ensaio utilizando membrana corioalantdica (CAM) aviaria cumpre e respeita todas essas
diretrizes e parece ser um modelo conveniente para muitos campos de pesquisa (Kundekova et al,
2021). O HET-CAM é um modelo relativamente simples, rapido e de baixo custo, que permite a triagem
de muitas amostras farmacologicas em um curto espa¢co de tempo. No entanto, de acordo com o
protocolo n° 96 do European Centre for the Validation of Alternative Methods (ECVAM), conhecido como
Hen’s Egg Test on the Chorioallantoic Membrane (HET-CAM), o sistema de pontuacéo do teste por meio
da analise visual de imagens fornece resultados qualitativos com baixa especificidade das amostras
analisadas, tendo em vista a amplitude das faixas de pontuacéo e as suas respectivas classificacbes
(Hagino et al, 1991). Portanto, ha a necessidade de se obter artificios para identificar e quantificar, de
forma mais precisa, os efeitos toxicos presentes nas imagens pos-tratamentos da CAM.

Durante décadas, os cientistas tém utilizado softwares para visualizar e interpretar dados obtidos
de imagem. O ImageJ € uma plataforma de software de analise de imagem de cddigo aberto que tem
auxiliado pesquisadores com uma variedade de aplicativos de andlise de imagem, impulsionados

principalmente por comunidades de desenvolvedores e usuarios engajados e colaborativos (Schindelin
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et al, 2015). Este software possui diversas ferramentas, capazes de suprir diversas necessidades
cientificas, como mensurar tamanho e area de objetos de interesse presentes nas imagens (Schroeder
et al, 2021). A partir desse contexto, 0 presente estudo teve como objetivo principal avaliar se é possivel
desenvolver um método de andlise quantitativa dos efeitos irritantes em modelo HET-CAM utilizando-se
o ImageJ a fim de se complementar o protocolo n°® 96 HET-CAM e como objetivo secundario, comparar
a toxicidade de formulacBes de anestésicos tépicos de uso odontolégico por meio do método

desenvolvido.

METODOLOGIA:

1- Preparo dos ovos e confec¢do dajanela para exposicdao da CAM

Os ovos foram avaliados através do procedimento de ovoscopia (0 ovo € colocado contra uma
fonte de luz favorecendo a visualizacdo do contetdo interno) no 10° dia de fertilizacdo e foram
descartados aqueles que ndo apresentaram embrido. Os ovos que tinham embrido tiveram suas
camaras de ar demarcadas com um lapis grafite.

A membrana da casca do ovo, que recobre a membrana corioalantéica, foi umedecida com 1 mL
de soro fisiologico e cuidadosamente removida com uma ping¢a conica para que ocorresse a exposicao
da CAM. Apoés a remocgdo dessa membrana, realizou-se a inspecao visual da CAM e avaliagdo de sua
integridade e a de seu sistema vascular. As seguintes formula¢des foram aplicadas: 1) Solucéo salina a
0,9% - controle negativo; 2) hidroxido de sédio a 0,1 mol/L — controle positivo; 3) Formulagdes comerciais
de anestésicos topicos odontolégicos (Benzotop®, Labcaina®, Lidocaina® e o EMLA®).

As formulagBes foram aplicadas em 6 ovos, com experimentos realizados em triplicata, em trés
dias distintos, totalizando n=18 ovos/grupo. Apds, os tratamentos (3 min), a CAM foi lavada com soro
fisiologico e foi registrado em um estéreo microscépio (Optika, SZX-T) imagens da membrana

submetidas aos tratamentos.

2- Analise das imagens a partir do ImageJ

Primeiramente, foi realizado a padroniza¢éo do tamanho da &rea a ser analisada nas imagens,
priorizando-se aquelas nas quais as substancias-teste foram aplicadas. Apds breve analise de todas as
imagens, optou-se por utilizar uma area de 800 x 500 pixels, correspondente a 10,13 x 6,33 mm,
considerando-se a area de aplicacao das formulacbes semissolidas sobre a CAM. Essa selecdo pode
ser visualizada na Figura 1A.

Para serem devidamente processadas pelo ImageJ, as imagens, ainda coloridas e em formato
“‘RGB” (Figura 1B), foram convertidas para o formato “8 bits” e em escala de cinza, com brilho e contraste
ajustados pelo modo “automatico”, conforme ilustra a Figura 1C.

Em seguida, foi realizada a demarcacdo das areas referentes aos coagulos extravasculares
utilizando o plug-in IsoPhotContour2 do ImageJ, o qual processa a imagem em escala de cinza e cria

uma nova imagem, chamada IsoPhot, com até 8 linhas de contorno na faixa de escala de cinza. As
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linhas sdo desenhadas em diferentes cores previamente selecionadas, sinalizando os diferentes niveis
de profundidade presentes na imagem, de acordo com os valores de pixels (Figura 1D).

Realizou-se, entdo, 0 ajuste automatico do limiar de cor das imagens, 0 que resultou na
modificacdo automatica de todas as cores para o vermelho, conforme a Figura 1E. Em seguida,
mensurou-se 0 numero de particulas sinalizadas nas imagens e o valor de suas areas, a partir de
parametros pré-estabelecidos (Figura 1F), as quais correspondiam aos coagulos extravasculares
identificados por meio da andlise de niveis de profundidade. Preconizou-se por mensurar o nimero das
particulas cuja area fosse igual ou superior a 0,01 mmz2, a fim de favorecer a sinalizacdo somente de

coagulos com dimensdes identificaveis a olho nu.

Figura 1. Andlise do nimero e area dos coagulos extravasculares a partir do plug-in IsoPhotContour2 do programa ImageJ: (A) selecédo da
area menor a ser analisada, (B) imagem colorida e em formato “RGB”; (C) imagem convertida para o formato “8-bit”, em escala de cinza e brilho
e contraste ajustados automaticamente; (D) imagem obtida a partir da execugdo do IsoPhotContour2, evidenciando diferentes niveis de
profundidade da imagem, a partir de linhas coloridas; (E) imagem com limiar de cor ajustado automaticamente; e (F) imagem final, cuja particulas

foram automaticamente enumeradas e suas areas calculadas pelo ImageJ.

A fim de se confirmar a correta identificacdo das areas de coagulos extravasculares das imagens
realizada pelo programa utilizando o método padronizado e descrito neste estudo, as imagens da CAM

submetidas aos tratamentos foram também quantificadas visualmente para comparacao dos resultados.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

A Tabela 1 ilustra a quantidade de coagulos mensurados nas imagens da CAM submetidas aos
diferentes tratamentos utilizando o software ImageJ. O controle positivo e a formulagdo comercial
EMLA® apresentaram maior numero de coagulos quando comparadas as demais formulagées (p<0,05),
consequentemente foram mais toxicas que as demais formulagBes avaliadas. Ndo houve diferenca

significativa entre as demais formulacdes (p>0,05).

Tabela 1. Média e erro padrao da média (SEM) da quantidade de coagulos mensurados nas imagens da CAM submetidas as diferentes
formulagdes utilizando o programa ImageJ
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Formulagées-teste Média SEM

Controle positivo 18,372 14,21
EMLA® 7,402 3,55
Lidocaina® 0,63° 0,48
Labcaina® 0,45° 0,32
Benzotop® 0,39° 0,28

Além disso, foi realizado uma analise de regressao linear simples e confeccionado um gréfico
para avaliar a correlacdo da andlise visual feita pelo operador e da analise do software. O valor de R2
obtido indica que aproximadamente 81% da variacdo na quantidade de coéagulos identificados
visualmente pode ser explicada pela variavel relacionada a analise utilizando o programa. Assim, uma
relagcdo moderadamente forte entre as duas variaveis foi encontrada indicando que a variavel "coagulo-
ImageJ" foi um bom preditor da quantidade de coagulos identificados visualmente, conforme ilustra a

Figura 2.

Figura 2. Relagdo entre a quantidade de coagulos extravasculares nas imagens da CAM submetidas aos diferentes tratamentos, sinalizados
por meio do programa ImageJ e da andlise visual.
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O efeito irritante analisado pelo programa no presente estudo foi a coagulacéo, tendo em vista
gue foi o Unico efeito distinguivel e delimitavel pelo programa, quando comparado aos demais efeitos
(hemorragia e lise), o que permitiu sua quantificacdo por meio da metodologia proposta. Apesar do
método proposto utilizando um software ter permitido quantificar efeitos irritantes dos anestésicos tépicos

odontoldgicos comerciais avaliados, também apresentou algumas limitagoes.

Uma das dificuldades encontradas ao analisar as imagens da CAM do embrido aviario cultivado
pelo método in ovo, utilizando o ImageJ, foi a sobreposi¢cdo que existe entre 0s vasos sanguineos da
membrana com aqueles presentes na superficie da gema. Outro obstaculo foi a ocorréncia de areas de
sombreamento da casca diretamente na CAM. Essas limitagbes foram superadas utilizando os valores
dos pixels com o plug-in IsoPhotContour2, o qual permitiu destacar e quantificar apenas a coagulacao

extravascular ocorrida somente nos vasos presentes na CAM.

CONCLUSOES:
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A avaliagcdo das imagens da CAM submetidas aos tratamentos com as formula¢des anestésicas
a partir de um software permitiu uma analise quantitativa dos coagulos extravasculares presentes na
CAM apds os tratamentos, favorecendo a distingdo da toxicidade dentre os anestésicos topicos. Assim,
pode ser considerada uma ferramenta inovadora e complementar importante ao protocolo DB-ALM N°96.
Utilizando o método desenvolvido, concluimos que o EMLA foi 0 anestésico topico mais toxico dentre as

formulacdes anestésicas avaliadas.
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