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RESUMO 

 

As doenças cardiovasculares são um conjunto de condições crônicas, muitas vezes 

assintomáticas, que afetam o coração e os vasos sanguíneos, sendo um expressivo problema 

de saúde pública mundial, representando a principal causa de morte no Brasil e no mundo. 

Fatores como inflamação, estresse oxidativo e disfunção endotelial contribuem para a 

progressão dessas enfermidades. Nesse contexto, compostos que liberam óxido nítrico (NO), 

como os complexos de rutênio, ganham destaque por seu potencial terapêutico, já que o NO 

atua na regulação da pressão arterial, vasodilatação e proteção vascular. No entanto, ainda não 

há medicamentos à base desses compostos aprovados para uso clínico, sendo essencial 

investigar o perfil toxicológico dessa classe de moléculas a fim de avançar no 

desenvolvimento de fármacos mais eficazes e seguros para tratar esses agravos tão presentes 

em nossa sociedade. Assim, este estudo empregou uma abordagem experimental, tendo como 

finalidade avaliar a toxicidade de dois complexos de rutênio, FOR0603 e FOR0803, por meio 

de uma metodologia alternativa ao uso de animais, aplicando o teste do ovo embrionado de 

Hen na membrana corioalantóide (do inglês Hen’s Egg Test on Chorioallantoic Membrane, 

HET-CAM). Foi realizada a aplicação de 200µL das substâncias-teste na membrana 

corioalantóide (CAM) de ovos embrionados de galinha e observado por 300 segundos sinais 

clássicos de irritação, marcados por coagulação, lise e hemorragia dos vasos sanguíneos, e o 

momento exato, em segundos, em que cada evento iniciou foi registrado para ser aplicado em 

uma fórmula que determina o grau de irritação da CAM. Foram utilizados um total de 20 ovos 

distribuídos em 5 grupos com 4 ovos cada, divididos em grupos controle (NaOH 0,1 M (+), 

PBS (-) e DMSO 3%) e grupos experimentais (FOR0603 e FOR0803, ambos com 

concentração de 100 μM). Os resultados encontrados indicaram que o FOR0603 e FOR0803 

não apresentaram irritação na CAM. Entretanto, mais estudos sobre o perfil toxicológico 

desses compostos fazem-se necessários, a fim de estabelecer uma avaliação de toxicidade 

mais completa e avançar em ensaios clínicos.   

 

Palavras-chave: CAM; princípio dos 3 Rs; toxicidade; complexos organometálicos. 

 



 

ABSTRACT 

 

Cardiovascular diseases are a group of chronic conditions, often asymptomatic, that affect the 

heart and blood vessels. They are a significant global public health problem, representing the 

leading cause of death in Brazil and worldwide. Factors such as inflammation, oxidative 

stress, and endothelial dysfunction contribute to the progression of these diseases. In this 

context, compounds that release nitric oxide (NO), such as ruthenium complexes, stand out 

for their therapeutic potential, since NO acts in the regulation of blood pressure, vasodilation, 

and vascular protection. However, there are still no drugs based on these compounds 

approved for clinical use, and it is essential to investigate the toxicological profile of this class 

of molecules in order to advance the development of more effective and safer drugs to treat 

these conditions that are so prevalent in our society. Thus, this study employed an 

experimental approach to evaluate the toxicity of two ruthenium complexes, FOR0603 and 

FOR0803, using an alternative methodology to animal testing, applying the Hen's Egg Test on 

Chorioallantoic Membrane (HET-CAM). 200 µL of the test substances were applied to the 

chorioallantoic membrane (CAM) of embryonated chicken eggs and observed for 300 seconds 

for classic signs of irritation, marked by coagulation, lysis and haemorrhage of blood vessels, 

and the exact moment, in seconds, when each event began was recorded to be applied in a 

formula that determines the degree of irritation of the CAM. A total of 20 eggs were used, 

distributed into 5 groups of 4 eggs each, divided into control groups (NaOH 0.1 M (+), PBS 

(-) and DMSO 3%) and experimental groups (FOR0603 and FOR0803, both with a 

concentration of 100 μM). The results found indicated that FOR0603 and FOR0803 did not 

cause irritation in CAM. Nevertheless, further studies on the toxicological profile of these 

compounds are necessary in order to establish a more complete toxicity assessment and 

advance clinical trials. 

 

Keywords: CAM; 3 Rs principle; toxicity; organometallic complexes. 

 

 



 

RÉSUMÉ 

 

Les maladies cardiovasculaires sont un ensemble d'affections chroniques, souvent 

asymptomatiques, qui touchent le cœur et les vaisseaux sanguins. Elles constituent un 

problème de santé publique majeur à l'échelle mondiale, représentant la principale cause de 

décès au Brésil et dans le monde. Des facteurs tels que l'inflammation, le stress oxydatif et le 

dysfonctionnement endothélial contribuent à la progression de ces maladies. Dans ce 

contexte, les composés qui libèrent de l'oxyde nitrique (NO), tels que les complexes de 

ruthénium, se distinguent par leur potentiel thérapeutique, car le NO agit sur la régulation de 

la pression artérielle, la vasodilatation et la protection vasculaire. Cependant, aucun 

médicament à base de ces composés n'a encore été approuvé pour un usage clinique. Il est 

donc essentiel d'étudier le profil toxicologique de cette classe de molécules afin de progresser 

dans le développement de médicaments plus efficaces et plus sûrs pour traiter ces maladies si 

présentes dans notre société. Ainsi, cette étude a utilisé une approche expérimentale visant à 

évaluer la toxicité de deux complexes de ruthénium, FOR0603 et FOR0803, à l'aide d’une 

méthodologie alternative à l'utilisation d'animaux, en appliquant le test de l'œuf embryonné de 

poule sur la membrane chorio-allantoïdienne (en anglais Hen's Egg Test on Chorioallantoic 

Membrane, HET-CAM). 200 µL des substances d'essai ont été appliqués sur la membrane 

chorio-allantoïdienne (CAM) d'œufs embryonnés de poule et les signes classiques d'irritation, 

caractérisés par une coagulation, une lyse et une hémorragie des vaisseaux sanguins, ont été 

observés pendant 300 secondes. Le moment exact, en secondes, où chaque événement a 

commencé a été enregistré afin d'être appliqué à une formule qui détermine le degré 

d'irritation de la CAM. Au total, 20 œufs ont été utilisés, répartis en 5 groupes de 4 œufs 

chacun, divisés en groupes témoins (NaOH 0,1 M (+), PBS (-) et DMSO 3 %) et groupes 

expérimentaux (FOR0603 et FOR0803, tous deux à une concentration de 100 μM). Les 

résultats obtenus ont indiqué que les composés FOR0603 et FOR0803 n'ont pas provoqué 

d'irritation au niveau de la CAM. Toutefois, des études supplémentaires sur le profil 

toxicologique de ces composés sont nécessaires afin d'établir une évaluation plus complète de 

leur toxicité et de progresser dans les essais cliniques. 

 

Mots-clés: la CAM; le principe des 3 R; la toxicité; les composés organométalliques. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os metalofármacos são complexos de coordenação onde o átomo ou íon metálico 

atua como o componente ativo (Anthony et al., 2020). A aplicação de metalofármacos, ou 

metalodrogas, para propósitos terapêuticos e diagnósticos representa um dos principais focos 

de pesquisa na química inorgânica medicinal. Os metais e metaloides desempenham um papel 

essencial nos processos biológicos, participando de diversas funções em níveis celulares e 

subcelulares (Wang, Li, Sun, 2019). Apesar de o desenvolvimento de metalofármacos parecer 

uma inovação recente na pesquisa científica, esses compostos têm sido utilizados como 

produtos farmacêuticos há milênios, remontando a mais de 5.000 anos, em práticas da antiga 

Mesopotâmia, Egito e sistemas tradicionais de medicina indiana (Malarvizhi et al., 2023). 

Os metalofármacos apresentam propriedades terapêuticas notáveis e variadas, 

sendo indicados como agentes anticâncer (Muhammad, Guo, 2014; Muhammad et al., 2017), 

antimicrobianos (Ray et al., 2007), antiartríticos (Fricker, 2007), antidiabéticos (Maikoo et al., 

2021), antivirais (Heffern et al., 2013), psicotrópicos (Mjos; Orvig, 2014) e no tratamento de 

distúrbios cardiovasculares e gastrointestinais (Malarvizhi et al., 2023). Entre os 

metalofármacos, os complexos à base de rutênio têm atraído significativa atenção para 

aplicações médicas (Clarke, 2002; Allardyce; Dyson, 2001; Ang, Dyson, 2006). Os 

compostos de rutênio apresentam afinidade pelo óxido nítrico (NO) em razão de sua estrutura 

química, estabelecendo ligações moleculares e interagindo com outros compostos metálicos 

(Silveira, 2019; Lima, 2010). Os compostos de nitrosil rutênio têm demonstrado potencial 

terapêutico no tratamento de doenças cardiovasculares (DCVs), como a aterosclerose, devido 

à sua capacidade de liberar NO, promovendo vasodilatação e apresentando propriedades 

antioxidantes (Gouveia Júnior et al., 2023). 

Nesse contexto, diversas pesquisas têm sido conduzidas com o objetivo de 

desenvolver fármacos capazes de doar NO e de estimular ou ativar a via da guanilato ciclase 

solúvel (sGC). Embora os avanços terapêuticos sejam significativos, ainda existem poucas 

substâncias aprovadas no mercado que apresentem eficácia comprovada e baixo perfil de 

toxicidade (Grze\k et al., 2023). Os principais grupos de fármacos doadores de NO com uso 

clínico incluem os nitratos orgânicos (RONO2), com destaque para a nitroglicerina (NTG), e 

os nitrosilos, sendo o nitroprussiato de sódio (SNP) o principal representante. Além desses, 

outras classes de doadores de NO compreendem os diazeniodiolatos (NONOatos) e os 

S-nitrosotióis (RSNOs) (Rios, 2022; Mace et al., 2023). 
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Nesse sentido, a pesquisa animal tem sido fundamental para os avanços 

científicos e médicos, contribuindo significativamente para a compreensão de diversas 

doenças e para o desenvolvimento de novos medicamentos e tratamentos (Festing, Wilkinson, 

2007). Alguns autores argumentam que modelos animais são indispensáveis para a 

investigação de mecanismos biológicos e a avaliação de novas terapias, considerando que 

organismos complexos, como os humanos, requerem estudos em sistemas integrados para 

compreender completamente as interações entre os órgãos (Barré-Sinoussi, Montagutelli, 

2015). Embora alternativas, como culturas celulares e pesquisa molecular, tenham contribuído 

para reduzir o uso de animais em pesquisas científicas, certas áreas ainda dependem de 

estudos com animais para obter dados mais precisos e respostas mais completas (Festing, 

2008). Assim, desde a segunda metade do século XX, a pesquisa científica com uso de 

animais enfrenta resistência, culminando, enfim, em uma abordagem ética para o uso 

experimental deles por meio da aplicação do Princípio dos 3 Rs (Franco, 2013; Russell, 

Burch, 1959). 

No que diz respeito a análises de um novo medicamento durante o seu 

desenvolvimento, estima-se que, em média, entre 10.000 e 25.000 compostos químicos sejam 

analisados. A toxicidade pré-clínica (em modelos animais) e os eventos adversos (toxicidade 

humana) representam, em conjunto, aproximadamente 1/3 das razões para o descarte de 

candidatos a medicamentos (Guengerich, 2011). A avaliação da toxicidade representa uma 

etapa crucial no desenvolvimento de medicamentos e produtos químicos (Zhang et al., 2014), 

sendo essencial para minimizar os riscos aos seres humanos e ao meio ambiente (Crawford et 

al., 2017). 

Dessa maneira, os princípios da toxicologia verde incluem etapas fundamentais, 

como o desenvolvimento de projetos mais seguros e a realização de testes precoces, com o 

objetivo de criar produtos químicos menos nocivos e tornar o processo de testes mais 

sustentável (Maertens et al., 2014). Um aspecto central dessa abordagem é a redução do 

número de testes em animais (Crawford et al., 2017).  

Devido à sua estrutura e características, a membrana corioalantóide (do inglês 

Chorioallantoic Membrane, CAM) é um modelo aplicável para testes de toxicidade de 

medicamentos (Kue et al., 2015). O teste do ovo embrionado de galinha (do inglês Hen’s Egg 

Test, HET) (Luepke, Kemper, 1986) foi desenvolvido como um teste rápido, sensível e de 

baixo custo, que pode fornecer informações sobre os efeitos embriotóxicos, teratogênicos ou 

imunopatológicos de substâncias químicas e seu potencial de irritar as membranas mucosas. 
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O teste do ovo embrionado de Hen usando a membrana corioalantóide (do inglês Hen’s Egg 

Test on Chorioallantoic Membrane, HET-CAM) pode determinar o potencial dos materiais de 

teste para causar hemorragia, lise e coagulação dos vasos sanguíneos, com alta previsibilidade 

para materiais de teste leves e não irritantes (Lotz, 2016). 

Suas propriedades parecem ser suficientes para serem usadas como uma 

alternativa ao teste padrão de irritação ocular de Draize (Draize, Woodard, Calvery, 1944), 

que usa o coelho como modelo animal, já que as substâncias testadas mostram um efeito 

semelhante na membrana e no olho (Lotz, 2016). Kishore et al. (2008) testaram o potencial de 

irritação de vários pesticidas comparando o ensaio HET-CAM e o teste de irritação ocular in 

vivo de Draize. Os resultados mostraram boa correlação entre os dois testes, e os autores 

destacam o potencial do HET-CAM para refinar ou reduzir o uso de animais, especialmente no 

campo de testes oculares (Kishore et al., 2008). 

Assim, o uso dessa metodologia experimental mostra-se como uma alternativa 

cientificamente validada e alinhada ao Princípio dos 3Rs ao promover a substituição dos 

modelos animais tradicionais por métodos que mantêm a qualidade científica com o menor 

impacto ético possível. O modelo HET-CAM apresenta muitas vantagens, como 

custo-benefício, fácil manuseio, bom acesso ao tecido e rápido desenvolvimento, que ocorre 

em poucos dias (Nowak-Sliwinska, Segura, Iruela-Arispe, 2014; Ribatti, 2016). 

Dessa maneira, considerando que as DCVs representam um grave problema de 

saúde global e demandam a constante busca por terapias mais seguras e eficazes, este estudo 

se propõe a realizar ensaios de toxicidade com dois complexos de rutênio, com a finalidade de 

contribuir com o perfil de toxicidade das moléculas e permitir o avanço para ensaios clínicos. 

Nesse contexto, os complexos de rutênio têm se destacado como uma alternativa terapêutica. 

No processo de desenvolvimento de novos fármacos, é imprescindível assegurar a segurança 

da molécula para a população e para o meio ambiente. Para alcançar esse objetivo, 

realizam-se ensaios pré-clínicos com as substâncias para avaliar o potencial de causar danos a 

organismos vivos. Para isso, pensando no bem-estar animal e seguindo as diretrizes nacionais 

e internacionais, uma metodologia alternativa ao uso de animais foi adotada a fim de 

promover uma ciência mais justa e ética, sem comprometer a qualidade e a confiança das 

análises realizadas. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Avaliar o potencial efeito tóxico de complexos organometálicos a base de rutênio 

(FOR0603 e FOR0803) por meio de teste na membrana corioalantóide (CAM) de ovos 

embrionados de galinha. 

 
2.2 Objetivos específicos  

 

I. Analisar a ocorrência de coagulação, lise e hemorragia na CAM quando exposta às 

substâncias-teste; 

II. Identificar o tempo em que os eventos irritantes ocorrem; 

III. Classificar a toxicidade das substâncias pela metodologia HET-CAM. 
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3 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

3.1 Complexos de rutênio 

O rutênio (Ru) é um elemento químico da classe dos metais de transição, 

caracterizado por sua estabilidade em condições fisiológicas e por apresentar estados de 

oxidação como Ru(II) e Ru(III). Além disso, destaca-se por sua capacidade de formar uma 

ampla variedade de complexos, devido à sua versatilidade na formação de ligações químicas, 

em reações de transferência de elétrons, e por suas propriedades redox e catalíticas 

(Allardyce, Dyson, 2001). 

As atividades biológicas dos complexos de rutênio foram descritas pela primeira 

vez na década de 1950 (Dwyer et al., 1952; Dwyer et al., 1965; Meggers, 2007; Bergamo; 

Sava, 2007). Seu comportamento cinético é comparável ao da platina nos processos de 

divisão celular (Clarke, 2002; Reedijk, 2008; Deubel, Lau, 2006), porém apresenta menor 

toxicidade em relação à cisplatina (Sava et al., 1998). Essa redução na toxicidade pode ser 

atribuída à capacidade do rutênio de imitar o ferro, permitindo sua ligação a diversas 

biomoléculas, como a albumina do soro humano e a transferrina, uma proteína de transporte 

de ferro (Allardyce, Dyson, 2001; Ang, Dyson, 2006). 

Os complexos de Ru(III) atuam como precursores de Ru(II), sendo convertidos in 

vivo por meio de redução promovida por redutores biológicos, como a glutationa e o ácido 

ascórbico (Clarke, 2002; Allardyce, Dyson, 2001; Rover et al., 2001). Os centros de Ru(II) 

apresentam maior reatividade em comparação com os de Ru(III) em reações de substituição, 

permitindo uma rápida coordenação e forte ligação a átomos de nitrogênio e enxofre presentes 

em biomoléculas (Tfouni et al., 2012). 

Nesse contexto, os compostos de rutênio podem ser valiosos como agentes para a 

liberação ou eliminação de moléculas que desempenham funções essenciais para a fisiologia. 

Um exemplo é o óxido nítrico (NO), uma molécula endógena sintetizada pela enzima óxido 

nítrico sintase (NOS), por meio da conversão de L-arginina em L-citrulina e NO (Palmer, 

Ashton, Moncada, 1988). Existem três isoformas de NOS: a endotelial (eNOS) e a neuronal 

(nNOS), que dependem da concentração intracelular de Ca2+ e são expressas 

constitutivamente em diversos tecidos, e a isoforma induzível (iNOS), que é independente de 

Ca2+ e ativada por estímulos pró-inflamatórios (Pagliaro, 2003; Pacher, Beckman, Liaudet, 

2007). Uma diferença significativa entre as isoformas de NOS é que as formas constitutivas 

(eNOS e nNOS) produzem NO em baixas concentrações, na faixa de nmol/L, enquanto a 
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forma induzível (iNOS) gera NO em concentrações mais elevadas, na faixa de µmol/L 

(Pagliaro, 2003). O óxido nítrico exerce um papel crucial em várias funções fisiológicas, 

incluindo o controle da pressão arterial (Ignarro, 1989), neurotransmissão (Bredt, Hwang, 

Snyder, 1990; Garthwaite, 1991; Garthwaite, 1995), respostas imunológicas (Hibbs Jr. et al., 

1988; Marletta et al., 1988; Silva et al., 2007) e ação antioxidante (Ignarro, 2000; Wink, 

Mitchell, 2003; McCleverty, 2004). Esses efeitos dependem fortemente da biodisponibilidade 

e da concentração local de NO (Wink, Mitchell, 1998). 

Os doadores de NO apresentam limitações importantes. O uso contínuo de 

nitratos orgânicos frequentemente resulta no desenvolvimento de tolerância, possivelmente 

associada à oxidação do grupo heme da sGC, o que compromete a eficácia e exige o aumento 

das doses administradas. Além disso, concentrações elevadas de NO podem induzir 

toxicidade celular ao reagirem com superóxido, formando peroxinitrito. Essas limitações 

reforçam a necessidade de desenvolver novos compostos que apresentem maior eficácia e 

menor risco de efeitos adversos (Banin, 2016; Gonçalves, 2018; Paz, 2019; Mace et al., 

2023). 

Atualmente, não existem medicamentos formulados com complexos de rutênio 

aprovados para uso clínico, pois nenhum deles completou todas as fases dos testes 

pré-clínicos e clínicos. Contudo, alguns complexos de rutênio têm apresentado resultados 

promissores em estudos pré-clínicos (Silva, 2023). 

 

3.2 Doenças cardiovasculares 

 

As DCVs englobam um grupo de distúrbios que afetam o coração e os vasos 

sanguíneos (Pagidipati, Gaziano, 2013). Trata-se de um conjunto heterogêneo de 

enfermidades, cuja causa subjacente é, na maioria dos casos, a aterosclerose (Wong et al., 

2022). Essas doenças são crônicas, desenvolvem-se gradualmente ao longo da vida e muitas 

vezes permanecem assintomáticas por longos períodos (Sonja, Nola, 2018). As DCVs 

destacam-se ainda como a principal causa de morbidade e mortalidade em pacientes em 

âmbito global (Amini; Zayeri; Salehi, 2021). Os casos prevalentes de DCVs quase dobraram 

entre 1990 e 2019, passando de 271 milhões para 523 milhões. No mesmo período, as mortes 

atribuídas às DCV também aumentaram de forma constante, subindo de 12,1 milhões para 

18,6 milhões (Roth et al., 2020). 
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No Brasil, as DCVs também lideram as causas de morte, sendo responsáveis por 

aproximadamente 31% dos óbitos em 2011, com destaque para a doença isquêmica do 

coração e o AVC (Ribeiro et al., 2016; Brant et al., 2021). Entre 1980 e 2019, foram 

registrados mais de 10,8 milhões de mortes por DCV no país, com uma tendência de queda 

nas taxas ajustadas por idade, embora o número absoluto de mortes permaneça elevado 

devido ao envelhecimento populacional (Bastos et al., 2021; Brant et al., 2017). Entre 2008 e 

2017, houve mais de 11 milhões de internações hospitalares por DCV no Brasil, com quase 

870 mil mortes registradas nesse período (Fonseca, Lima, Gualdi, 2020). Apesar da redução 

nas taxas de mortalidade ajustadas, fatores de risco como hipertensão, obesidade e diabetes 

continuam a impulsionar a carga dessas doenças (Brant et al., 2021). Portanto, estima-se que 

milhões de brasileiros convivam com doenças cardíacas, refletindo a tendência global de alta 

prevalência e impacto significativo na saúde pública (Ribeiro et al., 2016; Brant et al., 2021; 

Brant et al., 2017; Lu et al., 2023). 

Entre as doenças cardiovasculares mais comuns estão a doença arterial 

coronariana, a insuficiência cardíaca, a angina, o infarto agudo do miocárdio, as doenças 

valvares, as arritmias e as doenças hipertensivas, entre outras (Magalhães et al., 2014). Essas 

enfermidades têm como característica principal causar alterações significativas no 

funcionamento do sistema cardiocirculatório, comprometendo sua capacidade de distribuir 

oxigênio e nutrientes essenciais para que as células desempenhem suas funções 

adequadamente (Ribeiro, Oliveira, 2011). 

O coração humano é formado por miócitos, fibroblastos e uma extensa rede de 

vasos sanguíneos, todos envolvidos no desenvolvimento de DCVs por meio de diferentes 

mecanismos moleculares (Bauer, Martin, 2017). Os vasos sanguíneos, por sua vez, são 

constituídos por diversos tipos celulares, incluindo células musculares lisas e células 

endoteliais. As células endoteliais, localizadas no lúmen dos vasos, estão em contato direto 

com as células que circulam no sangue e desempenham funções essenciais, como a regulação 

da pressão arterial e o controle do tráfego de leucócitos (Goveia, Stapor, Carmeliet, 2014). Em 

diversas doenças, incluindo as DCVs, a função fisiológica dos vasos sanguíneos é 

comprometida devido a fatores como reações inflamatórias, estresse oxidativo e expressão 

anormal de determinadas moléculas na superfície das células endoteliais (Siti, Kamisah, 

Kamsiah, 2015). 

Um endotélio em condições fisiológicas basais é capaz de responder a sinais e 

estímulos, tanto fisiológicos quanto bioquímicos, por meio da liberação de mediadores 

regulatórios que mantêm o equilíbrio de suas funções (Bahia et al., 2006). Esses mecanismos 
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desempenham um papel fundamental no controle de fatores hemodinâmicos, como a pressão 

arterial, o fluxo sanguíneo e a regulação do tônus vascular, por meio da produção de fatores 

de relaxamento e contração essenciais para a regulação cardiovascular (Pereira et al., 2011; 

Prati et al., 2014). 

Entre as substâncias liberadas que atuam na estimulação da vasodilatação estão o 

óxido nítrico (NO), sulfeto de hidrogênio (H₂S), peróxido de hidrogênio (H₂O₂), prostaciclinas 

vasodilatadoras (PGI₂) e o fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF). Por outro 

lado, entre os principais fatores de contração destacam-se a prostaglandina H₂ (PGH₂), 

endotelina 1 (ET-1), angiotensina II (Ang-II), tromboxano A₂ (TxA₂) e espécies reativas de 

oxigênio (EROS) (Shimokawa, 2014; Sharma et al., 2018; Xu et al., 2021). 

Farmacoterapias direcionadas à disfunção endotelial, como medicamentos 

hipolipemiantes, anti-hipertensivos e antidiabéticos, possuem potencial para o tratamento de 

doenças cardiovasculares e outras condições relacionadas (Xu et al., 2021). 

 

3.3 Pesquisas utilizando animais 

 

Desde a segunda metade do século XX, a oposição aos experimentos com animais 

intensificou-se significativamente, em grande parte após a publicação, em 1975, de 

Libertação Animal, obra do filósofo australiano Peter Singer. Em 1983, o filósofo 

estadunidense Tom Regan apresentou ao movimento pelos direitos dos animais uma 

perspectiva mais rigorosa sobre nossas responsabilidades em relação aos animais, 

contrastando com o utilitarismo de Peter Singer, por meio da publicação de sua obra O Caso 

dos Direitos Animais. Os trabalhos de Singer e Regan tiveram um impacto profundo na 

sociedade e no meio acadêmico, dando origem à "ética animal" como um novo campo de 

estudos filosóficos e bioéticos. Esse campo trouxe consigo uma multiplicidade de visões 

éticas sobre os animais, incluindo reflexões sobre a pesquisa científica que os envolve e sobre 

os deveres humanos para com eles (Franco, 2013). 

Assim, a abordagem dos 3 Rs forneceu uma estrutura ética e científica para 

fundamentar uma visão reformista do uso de animais na biomedicina. Além disso, preparou o 

terreno para uma defesa mais moderada dos direitos dos animais: embora continue 

incompatível com a perspectiva abolicionista dos direitos dos animais, esses princípios éticos 

reconhecem aos animais algo semelhante a um direito à proteção contra o sofrimento, ou ao 

menos contra sofrimentos que excedam um limite definido (Olsson, Robinson, Sandoe, 2011), 
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preservando a ideia central de que existem limites absolutos e inegociáveis para o que pode 

ser feito aos animais (Franco, 2013). No entanto, foi apenas nas décadas de 1980 e 1990 que 

ocorreu um progresso significativo no desenvolvimento e reconhecimento do Princípio dos 3 

Rs, para a satisfação de William Russell e Rex Burch, que testemunharam a "redescoberta" de 

seus princípios e o surgimento de um novo campo de pesquisa inspirado em seu trabalho 

inovador (Burch, 1995; Russell, 2005). 

Dessa forma, o Princípio dos 3 Rs, também conhecido como Princípios da 

Técnica Experimental Humanitária (Russell, Burch, 1959), mostrou-se como uma alternativa 

ética ao uso de animais em pesquisas científicas. Russell e Burch (1959) estabeleceram os 

seguintes conceitos para o uso de animais em pesquisa: 

1. Substituição (do inglês Replacement): Trocar o uso de animais superiores vivos e 

conscientes por materiais insensíveis; 

2. Redução (do inglês Reduction): Diminuir o número de animais necessários para 

alcançar um determinado nível de informação com precisão adequada; 

3. Refinamento (do inglês Refinement): Minimizar a severidade dos procedimentos 

desumanos aplicados aos animais que ainda precisam ser utilizados. 

Russell e Burch apresentaram os conceitos do Princípio dos 3 Rs em uma ordem 

que reflete sua prioridade de abordagem: (1) animais sencientes não devem ser usados se 

houver alternativas não sencientes disponíveis; (2) caso o uso de animais seja necessário, o 

projeto deve ser planejado de forma que o número mínimo de animais seja empregado, 

mantendo a obtenção de resultados científicos consistentes; (3) devem ser adotadas medidas 

para minimizar qualquer dor, sofrimento ou angústia experimentados pelos animais durante os 

procedimentos (Hubrecht, Carter, 2019). 

A ética da experimentação animal é amplamente debatida em todo o mundo, 

refletindo variações significativas nas legislações entre os países. Enquanto algumas nações 

adotam normas mais rigorosas, outras mantêm regulamentações relativamente flexíveis sobre 

o uso de animais em pesquisas científicas (Batalha, 2017). 

No Brasil, é a Lei nº 11.794, de 8 de outubro de 2008, também conhecida como 

Lei Arouca, que regulamenta a criação e a utilização de animais em atividades de ensino e 

pesquisa científica. Essa legislação determina que o uso de animais em pesquisas deve ser 

justificado pela relevância científica do estudo e só pode ocorrer quando não existirem 

alternativas viáveis (Brasil, 2008). Por meio desta lei, foi criado o Conselho Nacional de 
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Controle da Experimentação Animal (CONCEA), órgão integrante da estrutura do Ministério 

da Ciência, Tecnologia e Inovação (MCTI), sendo a instância colegiada multidisciplinar de 

caráter normativo, consultivo, deliberativo e recursal, para coordenar os procedimentos de uso 

científico de animais (Brasil, 2009). 

Estima-se que, anualmente, mais de 115 milhões de animais em todo o mundo 

sejam mortos em experimentos de laboratório (Marques, 2023). Entre 2019 e 2023, o número 

total de animais utilizados em atividades de ensino e pesquisa no Brasil foi de 11.390.421 

animais, sendo que, deste número, 10.927.919 correspondem apenas ao uso de animais em 

pesquisa. Contudo, observa-se que houve uma redução da quantidade utilizada para o 

segmento de pesquisa ao longo do período analisado. Entre os animais mais utilizados em 

pesquisa no Brasil nesse recorte temporal destacam-se as aves, os peixes e os roedores, 

representando, respectivamente, 33,7%, 25,9% e 17,7% do total (Brasil, 2024a). 

 

3.4 Tipos de toxicidade 

 

A toxicidade pode ser classificada de diversas formas, dependendo do tempo de 

exposição, do órgão afetado, do mecanismo de ação e da combinação de substâncias. Os 

principais tipos incluem toxicidade aguda, que ocorre após exposição única ou de curta 

duração a uma substância, e toxicidade crônica, resultante de exposições repetidas ou 

prolongadas, podendo causar efeitos cumulativos ao longo do tempo (Shaheen et al., 2018; 

Akhila et al., 2007). 

Há também toxicidade subaguda e subcrônica, que se referem a exposições 

intermediárias entre aguda e crônica (Akhila et al., 2007). A toxicidade pode ser específica de 

órgãos, como neurotoxicidade, hepatotoxicidade, nefrotoxicidade e carcinogenicidade 

(KozBowski et al., 2014; Grisold, Carozzi, 2021; Shaheen et al., 2018). Além disso, pode-se 

distinguir toxicidade local (no local de contato) e sistêmica (afetando todo o organismo após 

absorção) (Shaheen et al., 2018; Gregus, Klaassen, 1969). 

Outro aspecto importante é a toxicidade combinada, que ocorre quando diferentes 

substâncias interagem, podendo resultar em efeitos aditivos, sinérgicos ou antagônicos 

(Katsnelson et al., 2015; Bliss, 1939). O tipo e a gravidade da toxicidade dependem ainda da 

dose, via de exposição, características individuais e do próprio agente tóxico (Shaheen et al., 

2018; Gregus, Klaassen, 1969). 



 
  28 

No que se refere aos testes de toxicidade aguda, o principal objetivo é identificar o 

potencial de perigo de substâncias químicas, classificando-as de acordo com sua toxicidade 

intrínseca, o que é fundamental para a gestão de riscos e regulamentação de produtos 

químicos e medicamentos (Walum, 1998; Gribaldo et al., 2005; Yadav, Rohane, 2021; Akhila 

et al., 2007). 

 

3.5 Ensaios utilizando a membrana corioalantóide (CAM) 

 

O primeiro uso da membrana corioalantóide (CAM, do inglês chorioallantoic 

membrane) como modelo experimental remonta a 1911, quando Rous e Murphy 

demonstraram o crescimento de tumores de sarcoma de galinha transplantados para a CAM 

(Rous; Murphy, 1911). Na década de 1930, a CAM foi usada pela primeira vez para o cultivo 

de vírus e bactérias (Goodpasture, Woodruff, Buddingh, 1931; Morrow et al., 1938) e ainda 

hoje é usada para o estudo do desenvolvimento vascular e da angiogênese e para testes gerais 

de novos medicamentos. Ela é usada com sucesso na biologia do câncer, onde podemos 

acompanhar todas as etapas da progressão do tumor: crescimento do tumor, angiogênese, 

invasão, extravasamento e metástase. Ela é usada para estudar as propriedades respiratórias e 

o transporte de íons na embriogênese e para testar novos biomateriais (Valdes et al., 2003). 

Esse sistema também é usado para diagnóstico e terapias antivasculares seletivas, como 

terapia fotodinâmica, fotoangiólise a laser e radioterapia (Nowak-Sliwinska; Segura; 

Iruela-Arispe, 2014). A CAM é uma ferramenta útil para estudar o transplante de curto prazo 

de tecidos criopreservados, por exemplo, tecidos ovarianos humanos criopreservados 

protegidos antes de quimioterapia ou radioterapia agressivas (Isachenko et al., 2012). 

A CAM tem uma rica rede vascular bem visível através do tecido transparente. Os 

vasos vasculares densos e os capilares criam condições adequadas para a sobrevivência e o 

desenvolvimento de enxertos de células e tecidos em sua superfície (Cimpean, Ribatti, Raica, 

2008). O modelo permite a visualização em tempo real dos ensaios e a acessibilidade 

completa ao sistema circulatório para a aplicação intravascular de substâncias 

(Nowak-Sliwinska, Segura, Iruela-Arispe, 2014). 

As principais vantagens do modelo CAM aviário em comparação com os modelos 

de mamíferos são o custo mais baixo, a simplicidade do modelo e a rapidez do enxerto. Em 

camundongos NOD/SCID imunodeficientes, por exemplo, pode haver uma diferença de 14 

dias para o enxerto em camundongos e 2 dias para o enxerto detectável no caso de um 
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embrião de peru. As despesas menores não estão relacionadas apenas ao modelo em si, mas 

também à criação e à manutenção necessárias para os animais com imunidade suprimida. 

Também há menos requisitos de espaço e não é necessário usar anestésicos durante o trabalho, 

pois esse modelo não sente dor (Dünker, Jendrossek, 2019; Grinberg et al., 2009). 

A CAM pode ser usada como um modelo alternativo para a mucosa bucal de 

suínos na avaliação da absorção de medicamentos, pois o tecido da CAM é semelhante à 

mucosa bucal em termos de perfil de permeação e valor do coeficiente de permeabilidade. 

Ademais, ela também tem o potencial de substituir modelos de epitélio da córnea e da retina 

de suínos (Tay, Heng, Chan, 2011). 

Com relação à substituição de animais para fins de pesquisa e teste, o modelo de 

enxertos de pele incorporados à membrana corioalantóide poderia ser útil para investigações 

de curto prazo em dermatologia (Kunzi-Rapp, Rück, Kaufmann, 1999). Seria uma boa 

alternativa para o ensaio de linfonodo local murino, usado para testar cosméticos e previsões 

de alergenicidade cutânea. Ele tem a vantagem de testar diretamente a pele humana em vez de 

modelos de diferentes espécies de mamíferos. A CAM oferece condições fisiológicas mais 

naturais para a pele do que os meios de cultivo comuns, pois é nutrido pelo sangue do 

embrião e a observação pode durar mais tempo (Slodownik et al., 2009). Além de irritantes 

para a pele ou para os olhos, o modelo CAM também pode ser usado para testes de irritação de 

produtos vaginais e medicamentos (Palmeira-de-Oliveira et al., 2018). 

Uma das limitações e desvantagens da CAM como modelo experimental é sua 

origem aviária, o que implica em diferenças com a fisiologia dos mamíferos e seu 

metabolismo de drogas. Isso significa que também há uma disponibilidade limitada de 

reagentes, como anticorpos, citocinas ou primers, que são compatíveis com as espécies 

aviárias usadas (Nowak-Sliwinska, Segura, Iruela-Arispe, 2014; Ribatti, 2016). As diferenças 

significativas também estão nos requisitos fisiológicos e nas funções da vasculatura 

(Auerbach et al., 2000). No entanto, a irritação do tecido da CAM evoca respostas 

semelhantes às dos modelos de mamíferos, o que torna esse modelo adequado para testar 

biomateriais e observar as respostas do tecido por cerca de duas semanas. A CAM permite a 

avaliação de respostas inflamatórias agudas e crônicas, fibrose, granulação e 

neovascularização do tecido causadas por uma lesão ou implantes (Valdes et al., 2003; Eke et 

al., 2017; Mangir et al., 2019). 
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O modelo de membrana corioalantóide de um embrião de ave em 

desenvolvimento pode ser utilizado como um modelo experimental in vivo e, em muitos 

países, esse modelo não exige aprovação do comitê de ética (Nowak-Sliwinska, Segura, 

Iruela-Arispe, 2014). No Brasil, a Nota Informativa CONCEA/N° 01/2024 estabelece que 

projetos de pesquisa e planos de ensino que utilizem embriões, fetos e formas larvais de 

animais, independentemente do estágio de desenvolvimento, devem ser apresentados às 

Comissões de Ética no Uso de Animais (CEUAs) para registro. Para avaliação pelas CEUAs, 

serão analisados os projetos que envolvem animais em estágio superior a 50% de seu 

desenvolvimento, aqueles que iniciam com embriões, fetos e formas larvais em estágio 

inferior a 50% e terminam em estágio superior a 50%, e, também, em casos de evidência 

científica consolidada sobre o desenvolvimento de senciência antes dos 50% de 

desenvolvimento em determinadas espécies (Brasil, 2024b). 

 

3.5.1 Membrana corioalantóide de embrião de galinha 

 

A membrana corioalantóide de um embrião de ave é uma membrana 

extra-embrionária simples e rica em vascularização. Durante o desenvolvimento embrionário, 

ela desempenha várias funções (Nowak-Sliwinska, Segura, Iruela-Arispe, 2014). Para realizar 

suas funções, a CAM adere-se à membrana da casca do ovo, chamada de membrana 

coquilífera, que é fundamental para o desenvolvimento embrionário do ovo de galinha (Figura 

1), atuando como uma barreira física e química que protege o embrião contra invasão de 

patógenos e perda de água, além de servir como suporte estrutural para a mineralização da 

casca de cálcio e para transferência desse cálcio da casca para formação do esqueleto do 

embrião (Cordeiro, Hincke, 2016; Halgrain et al., 2022a; Halgrain et al., 2022b). Ao longo do 

desenvolvimento, proteínas presentes na membrana coquilífera, como inibidores de protease, 

proteínas de ligação ao cálcio e proteínas antimicrobianas, mudam de acordo com as fases do 

embrião, refletindo sua importância dinâmica na proteção e nutrição do embrião (Cordeiro, 

Hincke, 2016). Presa à casca do ovo, a CAM serve como órgão respiratório para o embrião em 

desenvolvimento, proporcionando troca gasosa por meio dos poros da casca 

(Nowak-Sliwinska, Segura, Iruela-Arispe, 2014). A CAM tem uma função na osteogênese 

durante o desenvolvimento embrionário, pois fornece o suprimento de cálcio, removendo o 

mineral da membrana da casca (Elaroussi et al., 1994). A CAM transporta ativamente o sódio 

e o cloreto do saco alantóico e tem a função de órgão excretor do embrião. Ela fornece um 
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reservatório para produtos residuais, como ureia e ácido úrico (Lusimbo, Leighton, Wobeser, 

2000; Valdes et al., 2003; Gabrielli, Accili, 2010; Ribatti, 2016). 

 

Figura 1 – Representação esquemática do embrião de galinha dentro do ovo. Ovo 

embrionado de galinha é mostrado com a região romba, a extremidade mais larga, voltada 

para cima na imagem, indicando a localização da câmara de ar. Embrião de 14 dias é indicado 

envolvido pelas estruturas embrionárias que lhe conferem nutrição (saco vitelino) e proteção 

(saco amniótico). É possível notar como a membrana corioalantóide (CAM) é extensa, 

abraçando todo o embrião e desempenhando diversas funções importantes para o 

desenvolvimento embrionário. Justaposta à CAM, observa-se a membrana coquilífera, 

também chamada de membrana da casca do ovo. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor, 2025 (Criado em https://BioRender.com). 

 

Durante o desenvolvimento do embrião de galinha, o alantoide surge como uma 

evaginação a partir da parede ventral do intestino posterior do endoderma por volta de 3,5 

dias de incubação. Entre os dias 4 e 10 de incubação, a vesícula alantoide cresce rapidamente 

e a sua camada mesodérmica se funde com a camada mesodérmica do córion adjacente, 

originando a CAM. A fusão dessas duas camadas permite o desenvolvimento de uma 

abundante rede vascular que conecta a circulação do embrião a duas artérias alantóicas e a 

uma veia alantóica (Ribatti, 2017). A fixação da CAM à membrana interna da casca ocorre já 

https://biorender.com
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durante os dias 4 e 5 (Nowak-Sliwinska, Segura, Iruela-Arispe, 2014). Antes do dia 6, a troca 

gasosa do embrião ocorre por meio da parte vascularizada da membrana do saco vitelino 

(Romanoff, 1960). O crescimento da CAM é concluído no dia 10; no dia 12, ele cobre 

completamente a superfície interna da casca e, no dia 13, o tecido da CAM está totalmente 

diferenciado (Romanoff, 1960; Nowak-Sliwinska, Segura, Iruela-Arispe, 2014; Makanya et 

al., 2016). 

Vasos sanguíneos imaturos espalhados pelo mesoderma se desenvolvem 

acentuadamente até o dia 8 e formam um plexo capilar fortemente associado com as células 

coriônicas epiteliais próximas, apresentando a função de realizar trocas gasosas com o meio 

externo. A proliferação capilar continua até o dia 11 e, em seguida, o índice mitótico das 

células epiteliais reduz de maneira acelerada e o sistema vascular alcança a conformação final 

no dia 18, antes da eclosão. Os vasos mesodérmicos tornam-se notáveis arteríolas e vênulas 

entre os dias 10 e 12 (Ausprunk, Knighton, Folkman,1974). 

 

3.5.2 Fatores que influenciam o desenvolvimento embrionário e sua relação com a janela 

experimental de uso da CAM  

 

O desenvolvimento embrionário depende de vários fatores, entre eles os que estão 

relacionados ao próprio embrião e os ambientais. Mesmo os ovos que são colocados na 

incubadora ao mesmo tempo podem, após alguns dias, apresentar leves diferenças no estágio 

de desenvolvimento. Esses fatores incluem diferenças genéticas entre as várias raças, a 

estação do ano, possíveis diferenças na fase de desenvolvimento antes do início da incubação, 

a duração e as condições durante o armazenamento dos ovos e sua temperatura antes da 

incubação. O desenvolvimento também pode ser afetado pelo tamanho dos ovos, pelo ajuste 

da temperatura e pelas mudanças de temperatura durante a incubação, bem como pelo 

tamanho e pelo tipo da incubadora (Hamburger, Hamilton, 1992). Dependendo da origem e da 

linhagem dos ovos utilizados, a idade de desenvolvimento pode variar entre 12-18h 

(Nowak-Sliwinska et al., 2018). 

A duração do desenvolvimento embrionário determina a janela experimental 

durante a qual é possível trabalhar com a CAM (Tabela 1). Esse período começa no dia 

embrionário em que a CAM tem tamanho suficiente, pois a manipulação muito precoce pode 

levar a uma maior taxa de mortalidade dos embriões. É comum encerrar a experimentação 
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antes do dia embrionário em que o embrião obtém a capacidade de sentir dor. Dependendo 

das regulamentações de cada país, o uso do modelo CAM após esse estágio requer a 

aprovação do comitê de ética (Nowak-Sliwinska, Segura, Iruela-Arispe, 2014; Kue et al., 

2015). No caso de ovos embrionados de galinha, o período total de desenvolvimento é de 21 

dias e o período recomendado para realizar o experimento é entre os dias de desenvolvimento 

embrionário 7 e 14, podendo ser estendido até o dia 18, a depender da legislação de cada país 

(Nowak-Sliwinska et al., 2018). 

 

Tabela 1 – Relação entre o desenvolvimento embrionário de galinha e o período 

recomendado de manipulação da CAM. Em vermelho, estão representados os dias de 

desenvolvimento embrionário (DE) que, em geral, não são realizados procedimentos; em 

verde-escuro, o período ideal de experimentação da janela experimental (JE) e em 

verde-claro, o período em que ainda podem ser realizados procedimentos a depender das 

legislações de cada país. 

DE 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 

JE                      
Fonte: Adaptado de Nowak-Sliwinska et al., 2018. 

 

3.5.3 Método de incubação In Ovo e Ex Ovo 

 

A incubação de embriões é possível em condições de cultura ex ovo ou in ovo. 

Mas, antes de tudo, os ovos são mantidos em uma incubadora umidificada por três dias 

(embrião de galinha ou codorna) (Lazarovici et al., 2006; Nowak-Sliwinska, Segura, 

Iruela-Arispe, 2014).  

Durante o cultivo in ovo, os ovos devem ser girados durante os primeiros 3 dias 

do período de incubação para evitar que os embriões grudem nas membranas da casca. Depois 

disso, os ovos são deixados na incubadora, agora sem rotação, até o início do experimento. 

Quando a CAM crescer o suficiente para ser trabalhada, é feita uma abertura no ovo para 

permitir o acesso à membrana corioalantoide (Nowak-Sliwinska, Segura, Iruela-Arispe, 

2014). Esse método de cultivo de embriões é mais adequado para experimentos mais 

duradouros, pois proporciona um ambiente mais fisiológico e a fonte de cálcio para o embrião 
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é mantida. Isso resulta em menos anormalidades de desenvolvimento e os embriões podem 

chegar à eclosão (Vargas et al., 2007; Bressan, Mikawa, 2015). Por outro lado, o orifício pode 

causar uma limitação da área de trabalho, o que pode dificultar a microscopia de alta 

resolução em embriões in ovo (Vargas et al., 2007; Bressan, Mikawa, 2015; Ribatti, 2016). 

O cultivo ex ovo consiste na transferência do embrião para placas de Petri, placas 

de cultivo ou outros recipientes adequados no terceiro dia do desenvolvimento embrionário. 

Essa abordagem de cultivo sem casca permite mais acesso à CAM e proporciona uma área de 

trabalho maior, o que facilita a manipulação e permite a observação e a visualização contínuas 

e em tempo real do experimento (Auerbach et al., 2000). Por outro lado, o cultivo ex ovo tem 

requisitos mais altos de esterilidade e o ambiente artificial e a ocorrência de ruptura da gema 

durante a manipulação têm um impacto na sobrevivência do embrião (Vargas et al., 2007; 

Nowak-Sliwinska, Segura, Iruela-Arispe, 2014; Ribatti, 2016). Alguns autores relatam taxas 

de sobrevivência acima de 80% (Mangir et al., 2019), mas, em geral, o cultivo ex ovo pode 

levar a uma secagem mais extensa dos embriões, diminui a viabilidade, representa um risco 

maior de infecção e causa uma taxa de mortalidade mais alta (Bressan, Mikawa, 2015; Ribatti, 

2016; Nowak-Sliwinska et al., 2018). 

As espécies aviárias com ovos maiores, como galinha, peru ou pato, são mais 

adequadas e mais comumente usadas para o ensaio in ovo (Roth et al., 2008; Villaflores et al., 

2019). Por outro lado, espécies com ovos pequenos, por exemplo, codornas, são 

predominantemente usadas no método ex ovo, com algumas exceções (Ratushnyy, Ezdakova, 

Buravkova, 2020). 

 

3.5.4 Aplicação de substâncias na CAM 

 

As substâncias experimentais podem ser aplicadas topicamente, injetadas 

intravascularmente ou no âmnio (Witt et al., 1998). As substâncias líquidas aplicadas 

topicamente na superfície da CAM precisam de um suporte para manter o composto teste 

dentro da área selecionada e marcar o local de aplicação. Esses suportes podem ter a forma de 

um anel, uma folha ou uma esponja. No entanto, eles podem causar irritação da CAM ou 

afetar a arquitetura da vasculatura em desenvolvimento, especialmente quando aplicados antes 

do dia 10 de desenvolvimento embrionário no embrião de galinha (Kundeková et al., 2021). 
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3.5.5 Eventos irritantes observados no HET-CAM 

 

A metodologia HET-CAM é utilizada para identificar eventos irritantes em ensaios 

de toxicidade aguda, especialmente para avaliar o potencial irritante de substâncias em 

contato com tecidos sensíveis, como oculares ou mucosas. O teste consiste na aplicação da 

substância de interesse sobre a membrana corioalantóide (Figura 2) de ovos de galinha 

fertilizados, observando-se reações como hemorragia, lise vascular e coagulação, que são 

sinais clássicos de irritação (Rivero et al., 2021; Viera et al., 2022; Babu K., Narayanan R., 

2021).  

A hemorragia se manifesta como extravasamento de sangue dos vasos, a lise 

como desaparecimento ou rompimento dos vasos, e a coagulação como formação de trombos 

ou opacificação dos vasos (Harnoss et al., 2019; Lototska-Dudyk et al., 2023; Luepke, 

Kemper, 1986). A identificação dos eventos irritantes (Figura 2) é feita pela cronometragem 

do tempo até o aparecimento dessas reações após a aplicação do teste, sendo que tempos mais 

curtos indicam maior potencial irritante. A soma dos tempos de início dessas reações é 

convertida em um coeficiente de irritação, que classifica a substância como não irritante, 

levemente, moderadamente ou severamente irritante, conforme protocolos padronizados como 

o da ICCVAM ou adaptações validadas internacionalmente (Rivero et al., 2021; Viera et al., 

2022; Babu K., Narayanan R., 2021).  

O HET-CAM é reconhecido por sua boa correlação com testes clínicos e in vivo, 

sendo capaz de identificar com precisão produtos não irritantes e, em muitos casos, 

superestimar a irritação, o que aumenta a segurança na triagem de substâncias (Rivero et al., 

2021; Viera et al., 2022; Budai et al., 2021). Além disso, o método pode ser adaptado para 

diferentes tipos de formulações e aplicações, como produtos oftálmicos, cosméticos e até 

dispositivos médicos (Rivero et al., 2021; Smail, 2024). 

 

Figura 2 – Demonstração do efeito irritante na CAM por meio da aplicação de 2 mL de 

NaOH 1 M. A - Membrana íntegra antes da aplicação da solução irritante; B - Focos de 

coagulação indicados pelas setas pretas; C - Extravasamento sanguíneo mais intenso indicado 

pelas setas pretas representando a hemorragia. 
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Fonte: Adaptado de McKenzie et al., 2015.  
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4 METODOLOGIA 

 

Este trabalho adotou um delineamento experimental caracterizado pela 

manipulação intencional de variáveis independentes com o objetivo de analisar seus efeitos 

sobre variáveis dependentes previamente definidas, permitindo estabelecer relações de causa e 

efeito, garantindo confiabilidade aos resultados. 

Nos experimentos com os embriões de galinha, os ovos foram distribuídos 

aleatoriamente entre o grupo experimental e os grupos controles, assegurando a 

homogeneidade entre os grupos e minimizando possíveis vieses. As intervenções foram 

aplicadas em ambiente controlado, seguindo protocolos padronizados, a fim de assegurar a 

validade interna dos resultados. 

 

4.1 Aspectos éticos 

 

O uso dos ovos fecundados de galinha usando a metodologia HET-CAM foi 

comunicado à Comissão de Ética no Uso de Animais do Núcleo de Pesquisa e 

Desenvolvimento de Medicamentos da Universidade Federal do Ceará (CEUA/NPDM-UFC), 

recebendo da coordenadora a isenção de licenciamento por parte da referida comissão (Anexo 

A). 

 

4.2 Complexos de rutênio estudados 

 

Os ensaios realizados utilizaram dois complexos de rutênio, 

cis-[Ru(phen)2(Bzim)(NO2)]PF6 (FOR0603) e cis-[Ru(bpy)2(Bzim)(NO)](PF6)3 (FOR0803) 

(Figura 3), sintetizados pelo grupo de pesquisa de Bioinorgânica do Departamento de 

Química Orgânica e Inorgânica da Universidade Federal do Ceará (UFC), cedidos pelo Prof. 

Dr. Luiz Gonzaga de França Lopes, professor titular da UFC. 

O composto FOR0603 é formado a partir dos núcleos de 1,10’-fenantrolina (phen) 

e 1H-benzimidazol (Bzim), apresentando massa molar de 770,60 g/mol. Já o composto 

FOR0803 é formado a partir dos núcleos de 2,2’-bipiridina (byp) e 1H-benzimidazol (Bzim), 

apresentando massa molar de 1011,51 g/mol. 

 

Figura 3 – Representação da estrutura molecular dos complexos de rutênio FOR0603 e 

FOR0803 e seus núcleos de origem. 
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Fonte: Autoria própria, 2025. 
 

4.3 Ensaio de toxicidade aguda utilizando ovos embrionados de galinha pela metodologia 

HET-CAM 

 

O protocolo experimental para esta metodologia, descrito a seguir (4.3.3, 4.3.4, 

4.3.5 e 4.3.6), tem como base o <Atlas do método HET-CAM: Protocolo ilustrado aplicado à 

avaliação da toxicidade ocular=, publicação do MCTI (Fiocruz, 2023). 

 

4.3.1 Local de aquisição dos ovos fecundados de galinha 

 

Neste ensaio, os ovos fecundados de galinha foram adquiridos na Companhia de 

Alimentos do Nordeste CIALNE S.A., localizada na Av. Presidente Costa e Silva, 2067 - 

Mondubim, Fortaleza - CE, 60761-505, inscrita no CNPJ 07.220.874/0001-01. 

 

4.3.2 Local de realização do teste 

 

O experimento utilizando a metodologia HET-CAM foi realizado no Núcleo de 

Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos da Universidade Federal do Ceará 
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(NPDM-UFC), no Laboratório de Farmacologia Pré-Clínica e no Laboratório de 

Farmacologia de Venenos e Toxinas. 

 

4.3.3 Condições anteriores ao experimento 

 

Ao chegar ao laboratório, os ovos fecundados de galinha foram lavados com água 

corrente e secos com papel toalha (Figura 4). A seguir foram numerados por meio da 

utilização de lápis na casca e, então, pesados, sendo cada peso correspondente anotado. Para 

serem utilizados no experimento, os ovos deveriam pesar entre 50 e 70 g. 

 

Figura 4 – Pré-tratamento dos ovos. A - Lavagem com água corrente; B - Secagem com 

papel toalha; C - Numeração dos ovos com lápis e D - Pesagem dos ovos. 

 
Fonte: Autoria própria, 2025. 

 

Os ovos fecundados com pesos adequados foram colocados em uma chocadeira 

com sistema de rotação (Modelo IP35D, Premium Ecológica®) (Figura 5), mantendo a 

temperatura controlada em 37,8°C ± 1°C e a umidade relativa entre 50-60%. 

 

Figura 5 – Chocadeira com sistema de rotação (Modelo IP35D, Premium Ecológica®). 
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Fonte: Autoria própria, 2025. 

 

No quarto dia de incubação, os ovos foram retirados da chocadeira e transferidos 

para uma incubadora de CO₂ (Modelo MCO-17AC, Sanyo Scientific®). Cada ovo foi 

acomodado dentro de um copo plástico de 50 mL, posicionado com a parte mais romba 

voltada para cima (Figura 6). Os ovos permaneceram nessa incubadora até o nono dia de 

desenvolvimento embrionário, momento em que o experimento foi realizado. 

 

Figura 6 – Transferência dos ovos para a incubadora. A - Separação e numeração de 

copos plásticos de 50 mL, servindo como suporte para os ovos; B - Acomodação dos ovos nos 

copos plásticos com a região romba voltada para cima; C e D - Colocação dos ovos na 

incubadora.  
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Fonte: Autoria própria, 2025. 
 

Na véspera do experimento, observou-se, com o auxílio de uma fonte de luz, a 

formação de câmara de ar na porção mais larga do ovo e se há indício de formação de 

embrião por meio de escurecimento de parte do ovo (Figura 7). Essa etapa é essencial para a 

triagem dos ovos viáveis, pois os ovos que apresentassem as seguintes condições deveriam ser 

descartados: 

● Sem embrião; 

● Ausência de câmara de ar; 

● Câmara de ar formada em região inadequada. 

 

Figura 7 – Visualização do desenvolvimento embrionário. A - Ovo submetido a uma fonte 

de luz antes de ser colocado na chocadeira, notando-se que a luz consegue atravessar todo o 

ovo e B - Ovo submetido a uma fonte de luz um dia antes do teste, sendo possível perceber 

que a luz não atravessa a região romba, indicando a formação do embrião. 

 
Fonte: Autoria própria, 2025. 

 

Os ovos considerados viáveis foram devolvidos à incubadora e mantidos em 

condições apropriadas até o momento do experimento. 

 

4.3.4 Substâncias usadas no experimento 
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Foram preparadas, previamente, soluções de 100 μM do FOR0603 e do FOR0803, 

utilizando água destilada com adição de DMSO (dimetilsulfóxido) como veículo de 

dissolução dos compostos. Além disso, foi realizado um grupo de controle negativo, 

utilizando PBS (solução salina tamponada com fosfato), a pH 7,31, solução reconhecidamente 

não irritante. Para o controle positivo foi utilizado uma solução de NaOH 0,1 M, solução 

reconhecidamente irritante. Foi feito, ainda, um grupo com o veículo de dissolução dos 

complexos de rutênio para excluir a possibilidade de uma possível reação ser oriunda dessa 

preparação.  

A concentração dos complexos metálicos empregada neste ensaio foi definida 

com base em estudos anteriores com complexos de rutênio que utilizaram 100 µM como 

concentração padrão em triagens toxicológicas (Lima, 2019), com as amostras sendo 

aplicadas diretamente sobre a membrana corioalantoide em um volume fixo de 0,2 mL (200 

µL), estabelecido na literatura científica como o volume padrão para aplicação da 

substância-teste no método HET-CAM quando estas são dissolvidas ou suspensas (Luepke, 

1985). 

 

4.3.5 Procedimento experimental 

 

Para cada substância, foram utilizados quatro ovos, sendo os grupos divididos em 

grupos experimentais (FOR0603 e FOR0803) e grupos controles (negativo, positivo e grupo 

do veículo de dissolução dos complexos de rutênio). Portanto, foram utilizados 20 ovos no 

total. 

Durante o experimento, foi retirado um ovo por vez da incubadora e, com auxílio 

de um ovoscópio e de fita adesiva (Papel crepado tratado e adesivo de borracha natural, 

Marrom, Eurocel®), foi marcado o limite entre a CAM e a câmara de ar. A fita adesiva era 

responsável por manter mais firme a área a ser aberta e também evitar que fragmentos da 

casca caíssem sobre a CAM durante a abertura (Figura 8). 

 

Figura 8 – Preparo dos ovos no dia do experimento. A - Fixação de fita adesiva no ovo; B - 

Abertura do ovo com o auxílio de uma tesoura curva; C - Ovo aberto, sendo possível 

visualizar a membrana coquilífera; D - Remoção da membrana coquilífera e E - 

Posicionamento do ovo ao microscópio para início do teste. 
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Fonte: Autoria própria, 2025.  

 

Para abrir o ovo, foi necessário colocá-lo em uma superfície e segurar com 

firmeza. Usando a ponta de uma tesoura curva, abriu-se um orifício no topo do ovo da região 

mais romba. Com a tesoura curva, cortou-se, delicadamente, a casca da câmara de ar seguindo 

o orifício inicial feito, indo até um pouco acima da inserção da membrana. 

Com o auxílio de uma pinça, retirou-se a membrana coquilífera externa com 

muito cuidado para não lesar a CAM, iniciando a retirada dessa membrana rente à casca para 

facilitar. É opcional utilizar soro fisiológico ou outra solução conhecidamente não irritante 

para umedecer a membrana e ajudar na retirada. Nesse experimento, foi utilizado o PBS para 

ajudar nessa etapa. 

Uma vez retirada a membrana coquilífera, colocou-se o ovo no microscópio com 

adaptador de câmera acoplado (Modelo MC-M1232, DF Vasconcellos®), ajustando-se a 

altura da lente objetiva para dar o foco. Ao iniciar a filmagem, aplicou-se imediatamente 

200µL da amostra líquida (Figura 9), deixando o experimento ser gravado por 5 minutos, 

além de fazer registros fotográficos da CAM nos tempos 0s (antes da aplicação da 

substância-teste), 30s, 60s (1 min), 120s (2 min), 240s (4 min) e 300s (5 min) para posterior 

análise dos efeitos. 

 

Figura 9 – Representação da irritação (B) que pode ser observada após aplicação de 

composto tóxico (A) na CAM íntegra. A - Amostras com as substâncias-teste preparadas 

para serem aplicadas com auxílio de uma pipeta sobre a CAM e B - Sinais clássicos de 

irritação na CAM. 
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2025 (Criado em https://www.canva.com). 

 

Por fim, realizou-se a eutanásia do embrião através da secção de um dos vasos, 

acondicionando os ovos em um saco branco específico para dispensação adequada. 

 

4.3.6 Análise dos dados 

 

Após o experimento, os vídeos foram analisados por dois analistas de forma 

independente, devendo ser registrados os seguintes fenômenos, caso ocorressem, para indicar 

o potencial irritante da substância-teste: hemorragia, lise de vasos e/ou coagulação. 

Ressalta-se que os analistas passaram por um treinamento para identificar os eventos irritantes 

para essa análise na CAM. Durante a análise, o tempo exato (em segundos) em que cada 

evento surgiu foi anotado, pois esses dados seriam utilizados para aplicar a fórmula do 

Coeficiente de Irritação (CI), descrita a seguir: 

 

 �Ā =  5 ( 301 − ���ÿ300 ) +  7 ( 301 − ����300 ) +  9 ( 301 − ����300 )
 

Onde: 

H: Hemorragia 

L: Lise dos vasos 

https://www.canva.com
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C: Coagulação 

seg: tempo de início de cada evento (em segundos) 

5: Constante de hemorragia, que multiplica o tempo em segundos em que a 

hemorragia ocorreu. 

7: Constante de lise vascular, que multiplica o tempo em segundos em que a lise 

foi observada. 

9: Constante de coagulação, que multiplica o tempo em segundos em que a 

coagulação ocorreu. 

Com base no número obtido nessa equação, pode-se classificar o quão irritante a 

substância é, de acordo com a tabela a seguir: 

 

Tabela 2 – Faixa de classificação do Coeficiente de Irritação (CI). 

Intervalo do Coeficiente de Irritação (CI) Classificação 

0,0 3 0,9 Não irritante (N.I.) 

1,0 3 4,9 Irritante leve (I.L.) 

5,0 3 8,9 Irritante moderado (I.M.) 

9,0 3 21 Irritante severo (I.S.) 

Fonte: Adaptado de Luepke, 1985. 

  

Para indicar que determinado evento não ocorreu no vídeo em análise, deveria ser 

registrado o tempo 301s. A partir dos dados dos analistas, foi feita uma média simples entre 

seus resultados de CI.  
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5 RESULTADOS 

 

Os ovos que foram utilizados no experimento ficaram com os pesos dentro da 

faixa de recomendação e evidenciaram uma média de 60,47 g e desvio padrão de 3,51 (Tabela 

3), indicando uniformidade no procedimento experimental realizado. Por meio do teste 

HET-CAM, observou-se que o efeito irritante na membrana corioalantóide ocorreu apenas ao 

aplicar a solução de NaOH 0,1M, com os valores Coeficiente de Irritação médio (CIm) 

apresentando valores correspondentes a uma irritação severa. A análise dos vídeos permitiu 

verificar que a irritação na CAM com NaOH 0,1 M acontece de forma muito rápida, iniciando, 

de forma geral, por coagulação, com formação de trombos de sangue nos vasos, limitando a 

expansão do sangramento; seguido de lise vascular na forma de rompimento sútil dos vasos 

sanguíneos e, por fim, extravasamento intenso e generalizado de sangue, a hemorragia.  

Pode-se notar que os analistas 1 e 2 divergiram no tempo de início de alguns dos 

eventos vasculares irritantes da solução de NaOH 0,1 M. No entanto, os resultados de CI dos 

analistas 1 e 2 ficaram na faixa que classifica a substância como Irritante Severo, indicando a 

diminuição da subjetividade da análise. Em contrapartida, as outras substâncias-teste (PBS, 

DMSO 3%, FOR0603 e FOR0803) utilizadas neste ensaio não apresentaram qualquer dano 

vascular durante o tempo de análise dos vídeos (Figura 10).  

 

Figura 10 – Painel de acompanhamento de irritação da CAM após aplicação das 

substâncias-teste. Reprodução da CAM antes das soluções serem aplicadas (0 segundos), 

acompanhada de registros sequenciais depois da administração. 
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Fonte: Dados experimentais, 2025. 
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Tabela 3 – Dados da análise do HET-CAM. Apresentação dos registros experimentais relativos ao peso (em gramas) dos ovos utilizados, tempo 

(em segundos) em que cada evento irritante ocorreu e os resultados da aplicação da fórmula do Coeficiente de Irritação (CI) por meio da 

avaliação de cada analista, permitindo classificar o grau de irritação da substância-teste na CAM. 

 
Substância-teste 

 
Replicata 

 
Peso (g) 

Analista 1 Analista 2  
CIm 

 
Classificação 

segH 1 segL 1 segC 1 CI 1 segH 2 segL 2 segC 2 CI 2 

 
 
 

NaOH 
 

1 57,38 68 12 6 19,48 94 12 6 19,04 19,26 Irritante Severo 

2 60,19 21 8 5 20,38 23 28 4 19,91 20,15 Irritante Severo 

3 61,09 25 9 7 20,23 4 7 6 20,66 20,45 Irritante Severo 

4 65,34 12 13 4 20,45 12 17 4 20,35 20,40 Irritante Severo 

 
 
 

PBS 

1 62,78 301 301 301 0 301 301 301 0 0 Não Irritante 

2 70,33 301 301 301 0 301 301 301 0 0 Não Irritante 

3 57,89 301 301 301 0 301 301 301 0 0 Não Irritante 

4 59,25 301 301 301 0 301 301 301 0 0 Não Irritante 

 
 
 

DMSO 3% 

1 58,27 301 301 301 0 301 301 301 0 0 Não Irritante 

2 56,44 301 301 301 0 301 301 301 0 0 Não Irritante 

3 60,86 301 301 301 0 301 301 301 0 0 Não Irritante 

4 61,77 301 301 301 0 301 301 301 0 0 Não Irritante 

FOR0603 1 57,47 301 301 301 0 301 301 301 0 0 Não Irritante 
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Continuação da Tabela 3 – Dados da análise do HET-CAM. 

 
Substância-teste 

 
Replicata 

 
Peso (g) 

Analista 1 Analista 2  
CIm 

 
Classificação 

segH 1 segL 1 segC 1 CI 1 segH 2 segL 2 segC 2 CI 2 

 
 

FOR0603 

2 60,04 301 301 301 0 301 301 301 0 0 Não Irritante 

3 57,98 301 301 301 0 301 301 301 0 0 Não Irritante 

4 58,40 301 301 301 0 301 301 301 0 0 Não Irritante 

 
 

FOR0803 
 

1 58,32 301 301 301 0 301 301 301 0 0 Não Irritante 

2 62,46 301 301 301 0 301 301 301 0 0 Não Irritante 

3 65,89 301 301 301 0 301 301 301 0 0 Não Irritante 

4 57,36 301 301 301 0 301 301 301 0 0 Não Irritante 

 Média  60,47           

 Desvio padrão 3,51           

Fonte: Dados experimentais, 2025. 
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6 DISCUSSÃO 
 

O HET-CAM é considerado um ensaio confiável para diversos testes biológicos, 

especialmente para avaliação de irritação e toxicidade de substâncias químicas, cosméticos, 

fármacos e adjuvantes de vacinas. Estudos mostram que os resultados do HET-CAM 

apresentam boa correlação com métodos tradicionais in vivo, como o teste de Draize em 

coelhos, tanto para irritação ocular quanto para irritação de mucosas, sendo reconhecido como 

alternativa válida e ética para reduzir o uso de animais em experimentação, em conformidade 

com os princípios dos 3Rs (Luepke, Kemper, 1986; Batista-Duharte et al., 2016; Spielmann et 

al., 1997; Viera et al., 2022).  O método é sensível, de fácil execução e permite avaliações 

qualitativas e semi-quantitativas dos efeitos irritantes, além de ser útil para triagem inicial de 

compostos e para pré-seleção de candidatos em pesquisas farmacêuticas e toxicológicas 

(Löffler et al., 2021; Brantner et al., 2002; Palmeira-de-Oliveira et al., 2018). No entanto, 

algumas limitações são reconhecidas, como menor capacidade de avaliar efeitos sistêmicos ou 

biodistribuição completa, o que pode exigir testes complementares em modelos animais para 

confirmação de resultados (Löffler et al., 2021). 

A irritação resultante da exposição da membrana corioalantóide ao NaOH é bem 

relatada em outros trabalhos (Lima, 2019; Neto et al., 2022). Em relação à sequência dos 

eventos irritantes, eles seguiram uma progressão um pouco diferente do que é relatado em 

testes com HET-CAM, provavelmente devido à subjetividade da análise. É documentado que, 

após a aplicação de um agente irritante, a sequência clássica de reações inclui inicialmente a 

lise (destruição) dos vasos sanguíneos, seguida por hemorragia e, em casos mais graves, 

coagulação dos vasos, indicando dano vascular significativo (Budai et al., 2004; 

Palmeira-de-Oliveira et al., 2018; Smail, 2024). Essas respostas são semelhantes ao processo 

inflamatório observado em tecidos conjuntivos, como o olho de coelhos, e refletem uma 

reação inflamatória aguda da CAM à lesão (Budai et al., 2004; Palmeira-de-Oliveira et al., 

2018). A intensidade e a rapidez desses eventos dependem da natureza e concentração do 

agente testado, sendo que substâncias mais irritantes provocam respostas mais rápidas e 

intensas (Budai et al., 2004; Palmeira-de-Oliveira et al., 2018; Smail, 2024). A avaliação 

pode ser feita tanto por observação macroscópica quanto por análise histológica, que confirma 

a ruptura dos vasos e a presença de sangue ao redor deles (Budai et al., 2004).  

Além disso, há também limitações quanto a comparação com dados de testes in 

vivo, pois nem todos os agentes apresentam correlação perfeita entre os resultados na CAM e 

em tecidos humanos ou animais, e alguns compostos podem ser embriotóxicos mesmo sem 
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causar irritação ocular (Lawrence et al., 1986). A avaliação dos efeitos irritantes (como 

coagulação, lise vascular e hemorragia) depende da observação visual e do momento em que 

cada reação é registrada manualmente pelo avaliador (Viera et al., 2022). Para minimizar essa 

subjetividade e garantir maior confiabilidade, a padronização dos protocolos utilizados é 

fundamental, como demonstrado na comparação entre protocolos franceses e alemães, que 

levou à otimização e adaptação do método para reduzir a variabilidade entre avaliadores 

(Rivero et al., 2021; Viera et al., 2022). Há, ainda, a possibilidade de uso de algoritmos, 

sistemas de classificação unificados e, mais recentemente, técnicas de análise automatizada de 

imagens e inteligência artificial têm sido propostos para tornar a análise mais objetiva e 

reprodutível (Rivero et al., 2021). Um estudo propôs um método que utiliza softwares como 

ImageJ para quantificar objetivamente os danos vasculares, reduzindo a subjetividade da 

análise (McKenzie et al., 2015). Por fim, a validação cruzada dos resultados do HET-CAM 

com dados clínicos ou outros métodos in vitro também contribui para aumentar a 

confiabilidade e a aceitação do teste como alternativa ética e precisa (Rivero et al., 2021; 

Viera et al., 2022). 

Os complexos de rutênio têm sido amplamente estudados quanto à sua atividade 

biológica, incluindo efeitos sobre a membrana corioalantóide de embriões de galinha, estando 

os resultados deste estudo em acordo com outros ensaios do nosso grupo de pesquisa, os quais 

foram testados os complexos de rutênio FOR011A, FOR011B, FOR811A, FOR811B e 

FOR711A quanto ao seu potencial de causar irritação na CAM, chegando a conclusão que na 

concentração de 100 μM os compostos são categorizados como Não Irritantes, sugerindo boa 

tolerabilidade para aplicações biológicas (Lima, 2019; Neto et al., 2022). Outros trabalhos 

investigaram diferentes complexos de rutênio quanto à sua atividade antiangiogênica e 

antitumoral na CAM, demonstrando que esses compostos podem inibir a formação de novos 

vasos sanguíneos e até destruir a vasculatura existente, mas sem relatar efeitos irritantes 

diretos à membrana (Lai et al., 2015; Nowak-Sliwinska et al., 2011; Magalhães et al., 2017; 

Schmitt et al., 2018). 

Em se tratando dos grupamentos dos complexos de rutênio utilizados neste 

estudo, é relatado na literatura que complexos à base de 1,10’-fenantrolina, estudados 

principalmente como agentes antitumorais e antimicrobianos, especialmente os contendo 

metais como cobre, prata, titânio e rênio, demonstram citotoxicidade significativa contra 

células tumorais, frequentemente comparável ou superior à de drogas como a cisplatina 

(Savinykh et al., 2024; Silva et al., 2020; Nicolás et al., 2024; Bildziukevich et al., 2022; 

Suntharalingam et al., 2015; Ramírez-Contreras et al., 2024). No entanto, esses compostos 
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tendem a ser menos tóxicos para células não tumorais, mas a seletividade varia conforme a 

estrutura. Alguns complexos mostraram baixa toxicidade em células normais e em modelos 

animais, sugerindo potencial terapêutico com menor risco de efeitos colaterais (Silva et al., 

2020; Suntharalingam et al., 2015; Bontempo et al., 2022; Santos et al., 2022).  

Já sobre os compostos à base de 2,2’-bipiridina, também muito estudados como 

agentes antitumorais e antimicrobianos, é indicado que quando complexados com metais 

como cobre, zinco, níquel, rutênio e irídio, apresentam baixa toxicidade em células normais e 

em modelos animais, mesmo em doses elevadas (Priyanka et al., 2025; Vasile Sc�e�eanu et 

al., 2018; Yang et al., 2018; Babak et al., 2018; Yao et al., 2024; Millán et al., 2023). Ensaios 

em camundongos e ratos indicam ausência de efeitos tóxicos relevantes em órgãos vitais e 

parâmetros bioquímicos, principalmente para complexos metálicos, enquanto a 2,2’-bipiridina 

livre pode apresentar maior toxicidade, como perda de peso em ratos (Priyanka et al., 2025; 

Yang et al., 2018; Babak et al., 2018; Yao et al., 2024). 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

Por mais que os resultados aqui apresentados tenham mostrado que os complexos 

organometálicos à base de rutênio FOR0603 e FOR0803 possuem um bom perfil de 

segurança para seguir para análises mais complexas relacionadas ao comportamento 

biológico, é imprescindível evidenciar que limitações presentes neste trabalho devem ser 

aperfeiçoadas de forma mais consistente, ressaltando-se que foi realizado apenas a análise da 

toxicidade aguda das substâncias, sendo aconselhável realizar outros testes abrangendo as 

toxicidades subaguda, crônica e subcrônica para estabelecer um perfil ampliado da toxicidade 

desses compostos. 

É essencial ainda reforçar o perfil de toxicidade desses compostos utilizando 

ensaios com outras metodologias, como estudos in silico, cultivo de células humanas e de 

outras espécies, modelos de organoides e estudos com delineamentos experimentais 

otimizados para determinar a DL50 (como o procedimento up-and-down), reforçando a 

necessidade de promover uma otimização da confiabilidade de resultados e atuar de forma 

responsável e ética, especialmente quando são usados animais experimentais. 
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8 CONCLUSÃO 
 

Entende-se, portanto, que os complexos de rutênio testados neste estudo não 

causaram irritação significativa na CAM, sendo considerados seguros neste modelo 

experimental, reforçando seu potencial para uso em pesquisas biomédicas e desenvolvimento 

de fármacos.  

No entanto, existem limitações no método que precisam ser superadas. Para isso, 

é fundamental salientar que são necessários outros estudos para complementar o perfil de 

toxicidade dos complexos organometálicos testados neste trabalho e, assim, permitir o avanço 

para ensaios clínicos. 
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