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INTRODUGCAO:

O modelo da membrana corioalantéica (CAM) do embrido de galinha tem sido amplamente
utilizado para avaliar a toxicidade de substancias quimicas diversas (Palmeira-de-Oliveira et al., 2018;
Ma et al., 2020; Reis et al., 2022; Tomas et al., 2023). Este modelo apresenta como vantagens ser
relativamente simples, rapido e de baixo custo, além de permitir a triagem de uma grande quantidade
de amostras farmacolégicas em um curto periodo (Ribatti, 2016).

A CAM é uma membrana extraembrionaria simples, ricamente vascularizada e que desempenha
diversas fungdes vitais, incluindo a troca de gases entre o embrido e o meio externo e o transporte de
calcio da casca do ovo (Gabrielli e Accili, 2010). Porém, ela é extremamente sensivel a alteragdes
ambientais, como variagdes na tensdo de oxigénio, pH e osmolaridade (Ribatti, 2016), e reage
rapidamente a substancias quimicas ou biolégicas aplicadas em sua superficie (Saw et al., 2008).

No entanto, ndo ha informacdes claras na literatura acerca dos reais efeitos que fatores como o
pH das substancias tém sobre a CAM, e isso sinaliza a necessidade de novos estudos. Diante disso, o
objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia da variacdo de pH na avaliagdo da toxicidade de

solucdes utilizando o modelo HET-CAM.

METODOLOGIA:

Os experimentos ocorreram conforme a metodologia descrita no protocolo DB-ALM No 96 —
HET-CAM, do European Centre for the Validation of Alternative Methods (ECVAM). Este projeto foi
submetido & apreciagéo pela Comissao de Etica ao Uso de Animais (CEUA/UNICAMP) e, por se tratar
de um modelo alternativo ao uso de animais reconhecido internacionalmente, a sua analise foi
dispensada pela CEUA. Os ovos utilizados neste estudo foram fornecidos por produtores locais da

cidade de Piracicaba, Sdo Paulo.
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Os ovos fecundados foram inspecionados, com o intuito de avaliar-se a integridade de suas
cascas, e foram pesados em balanca digital, sendo utilizados apenas aqueles com peso dentro da faixa
de 50-60g. Foram incubados em chocadeira comercial sob temperatura interna de 37 °C e UR de 55-
65%, até o décimo dia de desenvolvimento embrionario. No décimo dia, os ovos foram submetidos a
ovoscopia (técnica de incidéncia de luz sobre a casca do ovo para visualizagdo de seu conteudo
interno), conforme a Figura 1, seguido da confecgdo da janela de acesso na casca (Figura 2) e
exposicao da CAM.

Figura 2: Passo a passo da confecgdo da janela e exposigcdo da CAM. A janela com diametro de 1,8 cm. B
dimensobes da janela. C confecgao da janela com uma tesoura. D janela finalizada. E 1mL de solugao salina para
umedecer a membrana da casca.

Apods a exposigao da CAM, foi realizado o registro da imagem pré-tratamento da membrana
utilizando uma camera acoplada um estereomicroscopio (OPTIKA, modelo SZX-T), com aumento de
6,7x. Para a avaliagdo da influéncia do pH foram testadas duas substancias, PBS (Tampao Fosfato
Salino) pH inicial igual a 7,4 e o Cloreto de Sddio a 0,9%, pH inicial 6,4. A substancia que teve menor
variacado de pH ao longo do tempo foi o Tampao Fosfato Salino, sendo assim, escolhido para analise
do pH das solugdes. Em seguida, realizou-se os tratamentos utilizando 5 solugbes com pH na faixa de
5 a9, aplicadas em uma quantidade de 0,3 mL de cada solucgéo, sobre a superficie da membrana, na
qual permaneceram por 3min. Apos esse periodo, foi realizado o registro fotografico pds-tratamento da
membrana. Cada formulagéo foi testada em 24 ovos, divididos em 4 grupos de 6 ovos cada.

As imagens obtidas foram avaliadas a apartir da analise visual proposta pelo protocolo DB-ALM
96. Foi realizada a atribuicdo de pontuagbes aos seguintes efeitos irritantes detectados visualmente:
hemorragia, lise (desaparecimento) dos vasos sanguineos e coagulagido. Ao final, obteve-se uma
pontuacéo final para grupo de 06 ovos e, a partir desta, uma classificagao final para cada substancia

testada quanto a sua toxicidade. Nesse sentido, cada substancia recebeu 04 classificagdes finais.
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RESULTADOS E DISCUSSAO:

Apoés a analise das imagens obtidas, substancias avaliadas foram classificadas quanto a sua
toxicidade, conforme mostra a Tabela 1.

Tabela 1. Classificacao final das substancias avaliadas em modelo HET-CAM.

Tratamento Grupo (N-6) Pontuacao final Classificagao final

1

o

Né&o-irritante
Né&o-irritante
pH5
Nao-irritante

A WODN

Nao-irritante

Né&o-irritante
Né&o-irritante
pH 6
N&o-irritante

A O DN

Nao-irritante

Né&o-irritante
Né&o-irritante
pH7
Nao-irritante

A O DN

Nao-irritante

Né&o-irritante
Né&o-irritante
pH 8
Nao-irritante

A O DN

Nao-irritante

Nao-irritante
Né&o-irritante
pH9
Né&o-irritante

A O N

N&o-irritante

Né&o irritante

. Nao irritante
Controle negativo

Né&o irritante

—
O O O Ol O O Ol o o oo o o oo o o o |o o o

AOWON

Né&o irritante

—_
—_
~

Severamente irritante

N
(o]

. Severamente irritante
Controle positivo

Severamente irritante

A W0DN
-
oo O

Severamente irritante

A Figura 3 mostra a CAM antes (T0) e ap6s (T3) os tratamentos realizados. E possivel notar que,

com excegao do controle positivo, os tratamentos ndo causaram efeito irritante na CAM. Isso mostra que
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a variagao de pH das solu¢des dentro da faixa avaliada (5-9) nao influencia ou altera os resultados dos
ensaios de toxicidade em modelo HET-CAM num periodo de tratamento de 3min, contrariando a

hipétese inicial do nosso estudo.

TO T3

Controle

Negativo

Controle

Positivo

PBS (pH 5)

PBS (pH 6)

PBS (pH 7)

PBS (pH 8)
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PBS (pH 9)

Figura 3. Imagens pré-tratamento (TO = tempo 0) e pos-tratamento (T3 = tempo 3min) da CAM. Substancias
testadas: controle negativo (solugao salina a 0,9%), controle positivo (hidroxido de sddio a 0,1mol/L) e Aristoflex
(100mg, 200mg, 300mg, 400mg e 500mg).

CONCLUSOES:

Conclui-se que a variacao do valor de pH de 5 a 9 das solugdes testadas nao influenciou nos
resultados obtidos nos ensaios de toxicidade em modelo HET-CAM, considerando que todos os

tratamentos foram classificados como néo irritantes.
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