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RESUMO

A angiogénese esta diretamente ligada a processos moleculares que incluem o crescimento
endotelial para o desenvolvimento de novos vasos atraves da producédo de fatores fisioldgicos
e patoldgicos, porém o mecanismo envolvido na estimulacéo e inibicédo de tal processo ainda
ndo € totalmente elucidado. Portanto, o objetivo deste trabalho é estabelecer um modelo para
prospeccao de farmacos antiangiogénicos em membrana do saco vitelino de embri&o de galinha.
O estudo foi dividido em duas fases, primeira foram utilizados ovos galinha férteis
acondicionados em uma chocadeira elétrica por 72 horas, no tempo 60h foi realizada uma
puncdo de 5 mL de albume, em seguida os ovos foram devolvidos a chocadeira. No tempo 72
horas da primeira fase foi realizada cuidadosamente a abertura ampla da casca de cada ovo,
para isso durante a abertura foram puncionados mais 15 mL de albume. Ap6s a abertura eram
realizadas as inoculagdes das substancias testadas (solucdo fisiologica e bevacizumabe) de duas
maneiras diferentes, retidas (focal) e ndo retidas (ndo focal) a um determinado campo. Apds
iSO, se iniciava a segunda fase, onde os ovos eram mantidos em uma incubadora de CO2 com
temperatura controlada de 37° C por mais 48h. Nesse intervalo de tempo era realizado um
acompanhamento temporal com intervalos de 12h, com registros no aumento de 4X no método
ndo focal e 10X no método focal. Para analise das imagens foram utilizados os métodos manual
e automatico. Os resultados do estudo foram obtidos com dois métodos de avaliagdo (manual e
automatica) em duas abordagens (focal e ndo focal). Foi observado que o perfil de
desenvolvimento vascular apresentou em todas as medidas significativamente maior no grupo
controle (inoculado com solucdo fisiol6gica) comparado ao grupo Bevacizumabe nos dois
modelos, evidenciando a acdo antiangiogénica do farmaco. Quando realizado o coeficiente de
correlacdo linear de Pearson entre os parametros manuais Si € no cruzamento entre oS
pardmetros manuais e automaticos, as correlacfes se apresentaram extremamente positivas. Foi
possivel concluir que o modelo de angiogénese na membrana do saco vitelino, tanto na
abordagem focal como na néo focal, proporciona 0 monitoramento temporal do processo

angiogénico e possibilita a demonstracao do efeito antiangiogénico de farmacos.

Palavras-chave: angiogénese, neovascularizacdo, saco vitelino, embrido de galinha.



ABSTRACT

Angiogenesis is directly linked to molecular processes including endothelial growth to develop
new vessels through production of physiological and pathological factors, but the mechanism
involved in stimulation and inhibition of such process is not yet fully elucidated. Therefore, the
objective of this work is to establish a model for prospection of antiangiogenic drugs in chicken
embryo yolk sac membrane. The study was divided into two phases, first were used fertile
chicken eggs packed in an electric brooder for 72 hours, at 60h time a 5 mL albumen withdrawal
was performed, then the eggs were returned to the brooder. Within 72 hours of the first phase,
an wide opening of the shell of each egg was carefully performed, and during this opening an
additional 15 mL of albumen was withdrawn. After opening, the test substances (saline and
bevacizumab) were inoculated in two different ways, retained (focal) and non-retained (non-
focal) to a given field. After this, the second phase was started, where the eggs were kept in a
COz incubator with a controlled temperature of 37 ° C for a further 48h. During this time period
a 12-hour time interval follow-up with 4X increase picture was recorded for non-focal method
and 10X for focal method. For image analysis, manual and automatic methods were used. The
study results were obtained with two evaluation methods (manual and automatic) in two
approaches (focal and non focal). It was observed that the vascular development profile
presented in all measures significantly higher in the control group (inoculated with saline
solution) compared to the Bevacizumab group in both models, showing the antiangiogenic
action of the drug. When Pearson's linear correlation coefficient was performed between the
manual parameters si and the crossing between the manual and automatic parameters, the
correlations were extremely positive. It was possible to conclude that angiogenesis model in
the yolk sac membrane, in both focal and non-focal approach, provides temporal monitoring of

angiogenic process and enables the demonstration of drugs antiangiogenic effect.

Key-word: angiogenesis, neovascularization, yolk sac, chicken embryo.
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1 INTRODUCAO

1.1 Angiogénese

Ha uma divergéncia entre autores sobre qual trabalho descreveu pela primeira vez
a angiogénese. Carmeliet em 2005 cita que em 1787 o Dr. John Hunter descreveu o crescimento
de capilares sanguineos em chifres de renas e usou pela primeira vez o termo angiogénese. Ja
Cooke em 2001, indica que foi Rudolf Steine em 1900 pesquisando formacdo de vasos em
suprarrenais. Ausprunk e Folkman (1977), citam que o primeiro uso dessa expressdo aconteceu
em 1935 em uma pesquisa de Herting sobre placenta.

Define-se angiogénese como o desenvolvimento de novos vasos sanguineos a partir
das células endoteliais diferenciadas dos previamente existentes e, pode ser distinguida da
vasculogénese porque nessa Ultima os vasos sdo formados a partir dos angioblastos em um local
onde ndo ha nenhum vaso sanguineo prévio. Da arteriogénese se diferencia, pois, essa consiste
na organizacao de artérias maduras a través de vasos arteriais prévios e devido a um processo
obstrutivo (PRIOR; YANG; TERJUNG, 2004; YOSHIDA, 2005).

S8o identificados dois mecanismos distintos no processo de angiogénese:
brotamento e intussuscepcao. O primeiro ocorre em tecidos pobremente oxigenados onde as
celulas parenquimatosas, em resposta ao fator induzido por hipoxia (HIF-1a), liberam o fator
de crescimento vascular VEGF (vascular endothelial growth factor — fator de crescimento
endotelial vascular), com a finalidade de criar vasos que garantam um aporte sanguineo
adequado para suprir as necessidades metabdlicas das mesmas. A ativacao celular endotelial,
degradacdo enzimatica da lamina basal, migracdo e proliferacdo de células endoteliais,
tubulogénese e estabilizacdo de pericitos, sdo alguns dos passos necessarios para a brotamento
de novos vasos (PRIOR; YANG; TERJUNG, 2004; KE; COSTA, 2006).

O segundo mecanismo ocorre quando a parede de um vaso se estende
longitudinalmente dentro do préprio limen dividindo-o em dois, é evidenciada ao longo da vida
de um organismo, porém tem um papel fundamental durante o desenvolvimento embrionario,
caracterizado por um rapido crescimento e limitacdo de recursos. Esse tipo de angiogénese
considera-se mais acelerada e eficiente do que primeira, pois ndo existe a necessidade imediata
de proliferagdo e migragdo celular e o remodelamento da matriz extracelular é mais simples
(Figura 1) (CONWAY; COLLEN; CARMELIET, 2001; DVORAK, 2003; BURRI,
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HLUSHCHUCK, DJONOV, 2004; PRIOR; YANG; TERJUNG, 2004; FECHINE-
JAMACARU, 2006; YUE et al. 2007; ADAIR; MONTANI, 2010; RIBEIRO, 2011; MELO,
2018).

Figura 1: Mecanismos de angiogénese.

Brotamento Intussuscepcéo

Fonte: Adaptado de PRIOR; YANG; TERJUNG, 2004.

A angiogénese é um processo complexo que requer um minucioso balanco entre
agentes promotores como o VEGF, Factor de crescimento de fibroblastos, angiopoietinas etc.,
e inibidores como interferons, interleucinas, inibidores de protease, entre outros. O VEGF atua
em ambos mecanismos, brotamento e intussuscepcao, e € importante, entre outros motivos, por
promover o aumento da permeabilidade vascular, estimular a migracdo, proliferagdo e invasao
de células endoteliais, assim como inibir a apoptose das mesmas. Esse fator pro-angiogénico é
composto por uma familia de cinco isoformas, VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D e fator
de crescimento placentario (PGF) e liga-se a dois receptores primarios, do tipo tirosina quinase,
nas células endoteliais: VEGFR1 e VEGFR2. A ativacdo do VEGFR2 além de levar a
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proliferacdo, migracdo e diferenciacdo celular, também estimula a producéo de 6xido nitrico
(NO), substancia muito importante para completar a resposta angiogénica (PAPETI;
HERMAN, 2002; PRIOR; YANG; TERJUNG, 2004; FECHINE-JAMACARU, 2006).

Finalmente, a angiogénese tem um papel central em diversos processos fisiologicos
como o desenvolvimento fetal, crescimento tecidual, processos cicatriciais, ciclo menstrual,
resposta imune e desenvolvimento mamario durante a lactacdo. Porém, também esta
relacionada com diversas condi¢des patologicas como doencas isquémicas, inflamatorias,
neoplasicas, metastaticas, entre outras, estando as duas Ultimas entre as principais areas de
pesquisa nos Gltimos anos. (VALIATTII, et al., 2011; CARVALHO et al., 2011; YOO;
KWON, 2013; WELTI, 2013; REDONDO 2016; RAJABI, 2017; JUANES et al., 2019).

1.2 Ensaios de angiogénese in vitro

Ensaios de angiogénese realizados in vitro possibilitaram um significativo
progresso na elucidacdo dos mecanismos de agdo de varios fatores angiogénicos e
antiangiogénicos. Entre as suas vantagens estdo, permitir a identificacdo de efeitos diretos no
funcionamento das células endoteliais e a sua manipulacdo genética, além de possibilitar a
andlise isolada ndo s dos processos que contribuem a angiogénese, também de variaveis como
0s componentes da matriz. Adicionalmente, e dependendo do tipo de ensaio, a quantificacdo de
vasos sanguineos pode ser mais facil e automatizada, além de muitos deles poderem ser
adaptados a modelos de grande escala. Por outro lado, a equipe de trabalho ndo precisa de
conhecimentos especializados relacionados com a contencdo animal e geralmente s&o mais
baratos do que os ensaios in vivo. Contrario as vantagens anteriormente citadas, ensaios in vitro
encontram algumas dificuldades principalmente quando as pesquisas séo realizadas em tecidos
humanos, pois o custo aumenta consideravelmente e a interpretacdo é mais complexa
(GOODWIN, 2007; RIBATTI, 2010).

Agora bem, existem diferentes tipos de ensaios in vitro, porém o exame de neo-
vasos em microcirculacdo e o0s biopolimeros vascularizados (Matrigel) sdo 0s mais
utilizados. Os fatores que de fato vdo determinar a escolha do método sdo o custo de
reproducéo, facilidade do uso, reprodutibilidade e confiabilidade do modelo (GOODWIN,
2007; RIBATTI, 2010).
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1.3 Ensaios de angiogénese in vivo

Modelos realizados in vivo devem propiciar o desenvolvimento de angiogénese em
ambiente natural, além de proporcionar a monitorizacdo temporal e quantificacdo da resposta
angiogénica (TARABOLETTI; GIAVAZZI, 2004; FECHINE-JAMACARU, 2006).

Importantes ensaios in vivo séo os realizados nas bolsas jugais de hamster. Essas
estruturas sdo invaginacdes saculares bilaterais e dilataveis que se encontram nas mucosas
jugais e se estendem, sob a pele, da parte caudal da cavidade oral até as escapulas do animal.
Devido a sua grande capacidade de se distender e alterar o seu volume, tém como funcéo
principal o armazenamento de alimentos (HOCHMAN et al., 2003; MELO, 2018).

As bolsas jugais sdo definidas como uma “zona de privilégio imunologico”, devido
a auséncia da circulacdo linfatica e por sua vez bloqueio da resposta imune. Atividades que
especificamente sdo realizadas pelos linfdcitos, passam a ocorrer nos 6rgdos linfoides
secundarios (ARRUDA; NOGUEIRA; BORDON, 2002; MELO, 2018).

Em 2019 Juanes e colaboradores desenvolveram um novo modelo experimental no
qual inoculavam um numero padronizado de células tumorais na intencdo de gerar maior
consisténcia tumoral entre os individuos, visando resultados mais seguros. Modelos com
implante de esponja visam estudar a angiogénese inflamatoria, visto que esse implante causa
um estimulo fisico e de trauma tissular, havendo a liberacdo dos mediadores inflamatérios e

dando inicio ao processo de formacao de neovasos (CAMPOS et al., 2006).

O ensaio de angiogénese em cornea é um dos modelos mais utilizados na fase pré-
clinica para estudar o processo de constituicdo de novos capilares. No primeiro modelo,
denominado de angiogénese inflamatdria se d& com um estimulo artificial feito na cornea que
tem como resultado uma resposta angiogénica, especialmente pelo mecanismo de brotamento,
que se caracteriza pelo crescimento de novos vasos, derivados do plexo vascular limbico, no
estroma corneano, em direcdo ao local do estimulo angiogénicos. Como esse modelo néo é
invasivo é possivel o acompanhamento direto, temporal e espacial da formacdo de novos
capilares, que podem ser detectados desde sua fase mais inicial, permitindo também a utilizacdo
de uma determinada droga a ser testada (CONRAD et al.,, 1994; BECKER et al., 1998;
TARABOLETTI; GIAVAZZI, 2004; HASAN et al., 2004; FECHINE-JAMACARU, 2005;
RIBEIRO, 2011).
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Em outro modelo cria-se uma bolsa na cdrnea e as substancias a serem testadas s&o
colocadas em microbolsas que vao inibir ou estimular a angiogénese. Devido a cornea ser uma
estrutura que em condi¢Ges normais € isenta de vasos sanguineos e linfaticos, translucida, de
facil acesso e observacdo, qualquer vaso que surja no seu estroma sera decorrente de estimulo
angiogénico prévio. Essa é uma grande vantagem desses métodos, podendo ser considerado um
sitio privilegiado imunologicamente (AUERBACH et al., 2003; TAHERGORABI; KHAZAEI,
2012; RIBEIRO, 2011).

Os modelos desenvolvidos em cdrnea tem como caracteristica um padrdo
denominado bifasico, onde observa-se uma fase de proliferacdo vascular, com muito brotos e
alta taxa de angiogénese e outra fase de maturacdo vascular, com vasos mais longos, menos
ramificacdes e taxa de angiogénese estabilizada. Os ensaios em tecido corneano apesar de se
beneficiar da facil identificacdo de neovasos € considerado um ensaio relativamente caro e ndo
adequado para rastreio em larga escala (EDELMAN; CASTRO; WEN, 1999; FECHINE-
JAMACARU, 2006; RIBEIRO, 2011; TAHERGORABI; KHAZAEI, 2011).

1.4 Ensaios de angiogénese em embrido de aves

O ensaio com embrido de galinha vem sendo muito estudado desde a época de
Aristételes, que examinava a progressao da angiogénese diariamente com a abertura dos ovos
até os dias atuais. O baixo custo e a simplicidade de execucdo quando comparado a outros
modelos, elevam o interesse da utilizacdo do embrido de galinha em pesquisas de insumos
biol6gicos e farmacéuticos (COSTA, 2011)

Nos EUA, Unido Europeia e Suica estdo em vigor leis que permitem experimentos
com embrides de galinha sem a necessidade de autorizagéo experimental dos comités de ética
animal, essas leis estdo embasadas na afirmagéo que os experimentos comegam e terminam
antes dos ovos chocarem. Néo descartando a necessidade de cuidado ao realizar os modelos,

visando reduzir o numero de embrides utilizados (COSTA, 2011).

Na maioria dos paises, experimentos com embrides de aves ndo necessitam de
procedimentos administrativos para obter aprovacdo em comité de ética e pesquisa, pois so €
considerado animal vivo apos o 17° dia de desenvolvimento. Além disso, os experimentos sao
finalizados antes do desenvolvimento de centros cerebrais ligados a percepcdo da dor. J& 0
Comité Institucional de Cuidado e Uso de Animais (IACUC), uma Associacdo do Centro
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Médico e Tufts da Nova Inglaterra, bem como os Instituto Nacional de Saude, EUA (National
Institute of Health, 1991), estabeleceram que um embrido de galinha que ndo atingisse o 14°
dia de gestacdo ndo teria experiéncia dolorosa e, portanto, pode ser usado para experimentacdo

sem quaisquer restri¢ces éticas ou aprovacao prévia dos protocolos (RIBATTI, 2016).

1.4.1 Ensaio de angiogénese em membrana do saco vitelino (MSV) de embriéo de galinha

A membrana do saco vitelino (MSV) é uma estrutura extraembrionaria responsavel
por transferir 0s nutrientes necessarios do contetdo do saco vitelino para o embrido de galinha,
nela ocorrem tanto a vasculogénese quanto a angiogénese. VVarios protocolos sao utilizados para
aplicagéo de agentes no intuito de estudar angiogénese na MSV, dentre eles, estdo: discos de
metilcelulose, de silicone, discos de papel filtro e pastilhas de agarose (PEIFER;
DANNHARDT, 2004; YADGARY; YAIR; UNI, 2011; COSTA, 2013).

Nesse método os ovos fertilizados sdo incubados por 3 dias a 38°C e 100% de
umidade, no terceiro dia 0 ovo é aberto e seu contetdo é transferido para uma placa de cultura
de 100 mm de diametro que sera incubada por mais 24 horas. Um pedaco de filtro de papel de
6 mm de diametro, contendo a substancia a ser testada, € posicionado na superficie da
membrana do saco vitelino, evitando 0s vasos sanguineos principais. No sétimo dia o filtro de

papel é removido e o crescimento vascular é avaliado nessa area (L1U; XIE; ZHOU, 2018).

E considerado um 6timo modelo para estudar a angiogénese, devido a quantidade
aumentada de vasos, por ser de facil reproducdo, baixo custo bem como a auséncia de um
sistema imunoldgico maduro (PEIFER; DANNHARDT, 2004; CHENG et al., 2016).

1.4.2 Ensaio de angiogénese em membrana corioalantoide (MCA) de embrido de galinha

Neste ensaio, as substancias a serem testadas sdo colocadas diretamente sobre a
membrana corioalantdide através de uma abertura realizada na casca de ovos de embrides de
galinha nos dias 7-9. A seguir a abertura é fechada e 0s ovos reincubados. A angiogénese €

analisada apos o tempo de incubacdo adequado (AUERBACH et al. 2003).
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A principal desvantagem do ensaio em MCA é o fato de sua rede vascular ser bem
desenvolvida levando ao aumento da dificuldade para especificar os efeitos da substancia de
teste. Uma importante limitacao, é a reacao inflamatdria ao implante, para diminuir a chances
de evoluir com reacGes inflamatdrias é realizar um implante mais prematuramente aproveitando
um sistema imunoldgico ainda imaturo (RIBATTI, 2008; RIBATTI, 2010).

Em outra abordagem metodoldgica, esponjas de gelatina contendo a substancia
angiogénica ou anti-angiogénica sdo colocadas na MCA em desenvolvimento. O
desenvolvimento dos vasos sanguineos pode ser realizado verticalmente na esponja e a borda
entre a esponja e 0 mesénquima circundante e o numero de vasos sanguineos sdo contados 4
dias apo6s a colocagdo (HASAN et al., 2004; RIBATTI et al., 2010).

Ensaios na MCA sdo considerados relativamente baratos de facil execucdo e
apropriados para triagem em larga escala. Entretanto apresentam problemas relacionados a
rapida mudanca morfoldgica que sofre e a analise pode ser dificultada devido ao disfarce dos
novos vasos em relacdo aos ja existentes (RIBATTI, 2010; TAHERGORABI; KHAZAEI,
2012;).
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2 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

O processo da angiogénese tornou-se um importante alvo de estudos, visto que o
uso clinico de fatores antiangiogénicos e o desenvolvimento de novas drogas pode ajudar a
acelerar a corrida contra o cancer e auxiliar no tratamento de diversas outras doencgas que se

relacionam com esse fendmeno.

Diversos modelos animais foram utilizados para o estudo dos mecanismos da
angiogénese fisioldgica e patoldgica, incluindo modelos que utilizavam mamiferos, aves e
peixes. Dentre eles, o modelo que utiliza embrides de galinha tem sido bem aceito, pois oferece
caracteristicas vantajosas, dentre elas podemos citar: a facil manipulacdo dentro do ambiente
laboratorial, o baixo custo; e a rica vascularizacdo, permitindo a andlise detalhada do

crescimento de novos vasos.

Além disso, o estabelecimento dos modelos em angiogénese fisioldgica de embrido
de galinha abrem a possibilidade para realizacdo de estudos em angiogénese tumoral, visto que
o sistema imunolégico do embrido € inativo até a segunda semana de desenvolvimento,
permitindo a implantacdo de diversas linhagens diferentes de células e tumores sem que haja

uma resposta imune competente.

Além disso segundo algumas classificagdes internacionais, modelos como esse ndo
sdo considerados modelos animais, por se tratarem de embrides, ndo sendo classificados como
um animal vivo em diversos paises até o 17° dia de desenvolvimento embrionario, pontua-se
também que os mesmos ainda ndo possuem o sistema nervoso maduro em relacdo a sensagédo
de dor (RIBATTI, 2016).

O Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM) constitui um
nucleo de referéncia em pesquisa de novas substancias com potencial terapéutico em diversas
areas, incluindo na oncologia. Atualmente 0 NPDM néo dispde de modelos adequados para a
prospeccdo de farmacos com atividade antiangiogénica e que possibilitem a anélise e
quantificacdo das modificacdes induzidas por tais agentes na resposta angiogénica. Propomos
também um modelo que, tem pouca frequéncia de uso (membrana do saco vitelino), fazendo
um acompanhamento temporal por imagens de 12 em 12 horas até que se complete 48 horas de
acompanhamento, tendo em vista que os estudos realizados fazem um acompanhamento de

apenas 24 horas e se mostra pouco eficiente na observacdo do desenvolvimento de neovasos.
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Assim, o estabelecimento desses modelos, sdo de grande relevancia para incluir
uma metodologia alternativa ao uso de roedores, contribuindo com o principio dos 3R’s
(Reduction, refinement and replacement), e que pode ser de grande ajuda na descoberta de

novas substancias com potencial terapéutico anticancer.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Estabelecer um modelo de angiogénese na membrana do saco vitelino de embrié&o
de galinha que proporcione o monitoramento temporal do processo angiogénico e possibilite a

prospeccédo de farmacos antiangiogénicos.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Estabelecer um modelo para prospecgdo de farmacos antiangiogénicos em
membrana do saco vitelino de embrido de galinha com abordagem focal,

3.2.2 Elaborar um modelo para prospecc¢édo de farmacos antiangiogénicos em membrana
do saco vitelino de embri&o de galinha com abordagem néo focal,

3.2.3 Propor parametros para quantificagdo manual do processo angiogénico em ambas
as abordagens;

3.24 Demonstrar a utilidade do modelo proposto na deteccao do efeito antiangiogénicos
de farmacos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Caracterizacao do estudo

Se trata de um estudo metodoldgico com a finalidade de desenvolver e validar um
ensaio para o estudo de angiogénese, que proporcione um acompanhamento temporal para

prospeccédo de farmacos antiangiogénicos.

4.2 Aspectos éticos

A legislacdo brasileira ndo possui henhuma mencéo a aspectos éticos em embrides de
galinha, entretanto a maioria dos paises nao considera o embrido de galinha um animal vivo até
0 17° dia de desenvolvimento embrionario. Nos Estados Unidos, o Instituto Nacional de Satude
dos Estados Unidos (NIH - National Institute of Health) estabeleceu que o embrido de galinha
ndo tem sensacdes de dor até o 14° dia de desenvolvimento embrionario e, por isso, ndo podem
ser utilizados em experimentos sem qualquer restricdo ética ou necessidade de aprovacdo prévia
(RIBATTI, 2016). No entanto, a realizacio desse estudo foi aprovada no Comité de Etica em
Pesquisa Animal do NPDM, sob o nimero de protocolo 07010819-0 (ANEXO A).

4.3 Animais

Foram utilizados ovos férteis (Gallus gallus domesticus) adquiridos na granja
(Companhia de Alimentos do Nordeste - Cialne), apds a aquisi¢do foram acondicionados no

laboratdrio em local com temperatura controlada a 22° C do por, no maximo, 7 dias.

4.4 Local de realizagédo do estudo
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O estudo foi realizado no Laboratério de Farmacologia Pré-clinica (LFPC)
integrante do NPDM — Faculdade de Medicina— UFC, em Fortaleza-Cear4, o qual possui infra-

estrutura necessaria para realizacdo dos experimentos.

4.5 Cultura do embriéo de galinha in ovo

Sdo considerados ensaios realizados in ovo aqueles que séo inteiramente executados
no interior do ovo do animal. J& ensaios realizados totalmente fora do ovo, ou que em algum

momento do ensaio, a cultura do embrido foi realizada externa ao ovo sdo denominados ex ovo.

O estudo é dividido em duas fases, a primeira denominada cultura do embrido, se
inicia no tempo zero e termina no tempo 72h nessa fase o embri&o encontra-se na chocadeira
elétrica, a segunda fase € denominada avaliacdo, se inicia apds a abertura dos ovos e vai do

tempo zero ao tempo 48h, nessa fase foi feito 0 acompanhamento fotografico dos embrides.

0a72h 0a48h
| | |
| | |
12 Fase 22 Fase
™ Abertura e
Cultura do embriao Avaliagao
dos
Ovos

A primeira fase se da inicio separando 20 ovos de galinha (Gallus gallus
domesticus), ap6s isso foram lavados individualmente em agua corrente e secados com papel
toalha, posteriormente foi realizado a antissepsia com gaze estéril e alcool 70%, logo apds
foram colocados na horizontal em uma chocadeira elétrica que possui um mecanismo
automatico e intervalado de rotacdo dos ovos (Modelo IP35D, Premium Ecologica) (Figura 2),

com temperatura e umidade controladas (37,5 a 38° C; 60% de umidade) por 72 horas.
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Figura 2: Chocadeira IP35D.

Fonte: https://www.premiumecologica.com.br/chocadeira-ip-35d.html

No tempo 60 horas foi repetida a antissepsia com alcool 70% e 0s ovos posicionados
com a ponta mais romba para cima, fazendo com que a gema também adotasse esse sentido,
uma vez posicionados puncionou-se cuidadosamente na extremidade oposta com a agulha
25mm x 0.7mm e seringa de 5 mL a 90° com a casca do ovo (Figura 3). Uma vez perfurada a
casca era realizado um movimento com a agulha para traze-la a 90° com a bancada, diminuindo

a angulacdo em relacdo a casca (Figura 4).


http://www.premiumecologica.com.br/chocadeira-ip-35d.html

Figura 3: Seringa posicionada a 90° com a casca do ovo.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor

Figura 4: Seringa posicionada a 90° com a bancada.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.
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Apos esse posicionamento foi coletado 5 mL de albume com seringa, para tampar
o orificio utilizou-se um pedaco pequeno pedaco de fita adesiva, sendo colocado de volta na
chocadeira com o orificio voltado para cima. Ao final das punc¢des 0 mecanismo de rotacao dos
ovos era desligado. Esse procedimento de puncédo teve o objetivo de facilitar a abertura dos

0vos, que serd realizada ao final das 72 horas.

Momentos antes da abertura dos ovos os instrumentos cirdrgicos utilizados
(tesouras, pingas), incubadora, copos de plastico, microscopio, bem como todo o ambiente era
higienizado com alcool 70% a fim de diminuir o risco de contaminac@es. Ao final das 72 horas
iniciava-se 0 processo de abertura, 0s ovos também eram limpos com alcool 70% e em seguida,
tiras de fita adesiva eram coladas na superficie da casca, cobrindo aproximadamente metade do
0vo, essa fita tinha o importante objetivo de grudar na casca para que no momento da abertura,

essa casca nao se despedacasse caindo sobre o embrido (Figura 5).

Figura 5: Tiras adesivas sendo coladas na superficie da casca.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

O processo de abertura consistia em fazer um furo na casca com a prépria tesoura,
seguindo para pequena abertura de forma eliptica com uma tesoura curva de microcirurgia
cortando a casca para facilitar a visualiza¢do (Figura 6), nesse momento, eram coletados mais
15 mL de albume (Figura 7), com o objetivo de reduzir o volume de liquidos no interior do ovo
mantendo a gema intacta e permitindo uma exposi¢do ampla do embrido.



Figura 6: Inicio do corte da casca do ovo.

= < . ‘

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Figura 7: Coleta de 15 mL albume.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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Apos a coleta, era feita uma abertura ampla da casca até visualizagcdo completa do
interior do ovo e por sua vez a melhor visualizagdo do embrido. O préximo passo era acomodar
0 ovo na horizontal sobre um copo descartavel de poliestireno de 50 mL que teve sua borda
cortada, com o objetivo de ficar mais maleavel e assim acondicionar melhor o ovo, apdés isso,
os dois eram colocados dentro de um outro copo descartavel de poliestireno de 150 mL (Figura
8).

Figura 8: Acomodacédo do ovo na horizontal em cima do copo de 50mL e dentro do copo de
150mL.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Ap0s abertura dos ovos, era realizada a inoculagdo das substancias testadas, o copo
de 150mL era tampado com filme de policloreto de vinila (PVC) a fim de evitar contaminacao
e perfurado com agulha diversas vezes para facilitar a aeracdo, em seguida 0s ovos eram
acomodados e mantidos em uma incubadora de CO2 (Modelo MCO-17AC, Sanyo Scientific)
com temperatura controlada de 37° C por mais 48h. Durante as 48h era realizado um
acompanhamento temporal, com registros fotograficos realizados a cada 12 horas, tendo inicio
imediato ap0s a inoculacao das substancias, utilizando um microscépio cirurgico (Modelo MC-
M2222, D. F. Vasconcellos S.A., Sdo Paulo).
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4.6 Avaliacéo focal

4.6.1 Preparo do embrido

Nesse modelo a droga foi inoculada dentro de um campo retangular com area
interna de 19mm por 16mm e paredes com espessura de 1,5 a 2mm. O campo era composto de
espuma vinilica de acetato (EVA) e era colocado na borda da area vascular do embrido para
inoculacdo da droga e acompanhamento temporal do crescimento dos vasos dentro do campo.

Com o objetivo conter a substancia aquele local que posteriormente seria analisado (Figura 9).

Figura 9: Posicionamento da moldura de EVA.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.
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4.6.2 Aquisicao das imagens

As imagens eram obtidas utilizando um microscépio cirurgico (Modelo MC-
M2222, D. F. Vasconcellos S.A., Sdo Paulo) no aumento de 10X, com o foco ajustado para
melhor visualizacdo e iluminagdo ajustada e padronizada igualmente para todas as fotos e
grupos.

4.6.3 Método de quantificagdo manual da resposta angiogénica

Na realizacdo da quantificacdo manual foi utilizado o software ImageJ para
obtencdo das medidas que seriam posteriormente analisadas. O primeiro passo foi determinar

no software uma escala em que fosse possivel a conversdo de pixel para milimetros.

Ao todo foram utilizados 3 métodos, o primeiro deles, foi para determinar a area
vascularizada, utilizando o ImageJ realizava-se um contorno na area do embrido aparente no
interior da janela de EVA, deste modo o software pode determinar a 4&rea em mm?. A figura 10
abaixo mostra o tragado em cor laranja fazendo o contorno da regido de interesse do embrido

como descrito acima.

Figura 10: Embrido no tempo de 36 horas no aumento de 10X com area demarcada.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor
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A préxima medida realizada foi para obtencdo do comprimento avangado, que é
definido como a medida da distancia entre a borda interna e inferior do EVA e o ponto vascular
mais distante. Essa medida teve como objetivo observar o avango da rede vascular. Abaixo, na

figura 11 o tracado laranja indica a medida para obtencdo do comprimento avangado.

Figura 11: Embrido no tempo de 36 horas no aumento de 10X com medida de comprimento
avancado demarcada.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor

Outro método utilizado foi para obtencéo a &rea bitrapezoidal, nesse método, a area
vascularizada era dividida em dois trapézios que tinham suas areas calculadas separadamente e
ao final somadas. As medidas para o calculo das areas dos trapézios estdo demonstradas na
figura 12.

(Base maior + base menor)xAltura
2

Area do trapézio =
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Figura 12: Embrido no tempo de 36 horas no aumento de 10X demonstrando base maior de
ambos trapézios (A), base menor do trapézio 1 (B), base menor do trapézio 2 (C), altura do
trapézio 1 (D) e altura do trapézio 2 (E).

Fonte: Elaborado pelo préprio autor

4.6.4 Método de quantificagdo automatica da resposta angiogénica

Para quantificacdo automatica da resposta angiogénica utilizou-se o Sistema de
Anélise Morfométrica Vascular (SAMV), software desenvolvido e validado para andlise
morfométrica e fractal da rede vascular em modelos experimentais de cancer (FECHINE-
JAMACARU, 2018).

A partir desse sistema, foram obtidos parametros de area vascular, perimetro
vascular, comprimento vascular total e espessura vascular. A area vascular consiste na
contagem total dos pixels considerados vasos sanguineos da imagem, o perimetro vascular
consiste na contagem total dos pixels das bordas dos vasos, 0 comprimento vascular total
consiste na extensao total de todos os vasos sanguineos e a espessura vascular é calculada
dividindo-se a area vascular pelo comprimento vascular total, sendo assim a espessura vascular
média dos vasos.

A éarea vascular foi convertida de pixels em mm? o perimetro vascular e o

comprimento vascular total foram convertidos em mm, e a espessura vascular foi convertida de
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pixels em pm. Todas as conversdes foram feitas a partir do fator de escala 28 pixels/mm ou 784

pixels/mm?,

Para analise das imagens, foram necessarios alguns passos, o primeiro foi a selecéo
da area de interesse. Uma vez que as imagens registradas continham outros elementos que nédo
vasos sanguineos, que poderiam interferir na analise da imagem, foram selecionados apenas as
regides vascularizadas da imagem. A figura 13 mostra o processo de selecdo da area de

interesse.

Figura 13: Selecdo da area de interesse no SAMV em um embrido avaliado de forma focal.

& Sistema de Analise Morfométrica Vascular - C:\Users\Usuario\Desktop\SAMV-Demo\T36Focal.bmp - m} X
Arquivo _éomprimentu Regido de Interesse Segmentacdo Areas Afinamento Sair

Fonte: Elaborado pelo autor.

O segundo passo foi a segmentacdo, uma fase critica no processamento das
imagens, uma vez que é nesse momento que 0s objetos de interesse sdo extraidos para

posterior analise (Figura 14).
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Figura 14: Processo de segmentacdo no SAMV em um embrido avaliado de forma focal.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Apo6s 0 processo de segmentacdo as imagens foram analisadas quanto a area

vascular e o perimetro vascular (Figura 15).

Figura 15: Processo para obtencéo da &rea vascular e do perimetro vascular no SAMV em um

embrido avaliado de forma focal.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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O préximo passo foi processar as imagens para obtencdo dos pardmetros de
arquitetura vascular. Para tanto foi utilizado o afinamento, que utiliza um algoritmo de
esqueletizacdo, cujo resultado do processo constitui uma representacdo simplificada da
distribuicdo espacial dos vasos. A partir das imagens afinadas foram obtidos o comprimento

vascular total e a espessura vascular (Figura 16).

Figura 16: Processo de afinamento e obtencdo do comprimento vascular total e da espessura

vascular no SAMV em um embrido avaliado de forma focal.

o ; ;
Arguivo Comprimento Regido de Interesse Segmentacao Areas Sair

Samv-d10-10x X

» Comprimento Vascular Total = 15931,35 pixels (568,98 mm)
» Ndmero de Vasos Sanguineos = 1807

» Terminais = 1171

» Bifurcagdes = 797

»Nés=13

» Densidade Vascular = 10,85 vasos/mm?

» Espessura Vascular = 2,064 pixels (73,7271 pm)

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.6.5 Aplicacédo do método na avaliacdo do efeito antiangiogénico do bevacizumabe

Para aplicacdo do método focal na avaliacdo do efeito antiangiogénico do

bevacizumabe, os embrides foram divididos em 2 grupos:

e Grupo Controle: Composto por 20 embrides, receberam 100 pL de solugéo
fisiologica de cloreto de sodio 0,9%.

e Grupo Bevacizumabe: Composto por 27 embrides, receberam 100 pL de
bevacizumabe 10™* M, um inibidor da angiogénese diluido em solucéo de cloreto
de sddio 0,9%.

O namero de embrides de cada grupo foi proposto com base em outros trabalhos e

com base no risco de perdas por contaminacao (Yildz et al, 2013).
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4.7 Avaliacédo néo focal

4.7.1 Preparo do embrido

Nesse modelo a droga foi inoculada sobre o embrido se espalhando no entorno do
mesmo sem a presenca de um campo fisico delimitando o espaco de inoculacdo e de
acompanhamento, assim o acompanhamento temporal do crescimento dos vasos foi observado
em todo o embrido. Nesse modelo, os tratamentos foram diluidos em um veiculo de
carboximetilcelulose 1% que é um polimero anidnico derivado da celulose, bastante soltivel em
agua, com o objetivo de aumentar a viscosidade do tratamento e melhorar a aderéncia ao

embrido (Figura 17).

Figura 17: Inoculacdo da substancia sobre o embrido.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor
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4.7.2 Aquisicao das imagens

As imagens foram obtidas utilizando um microscopio cirargico (Modelo MC-
M2222, D. F. Vasconcellos S.A., Sdo Paulo) no aumento de 4X, com o foco ajustado para
melhor visualizagdo e iluminagéo ajustada e padronizada igualmente para todas as fotos e
grupos.

4.7.3 Método de quantificacdo manual da resposta angiogénica

Para realizacdo da quantificacdo manual no método ndo focal mais uma vez foi
utilizado o software imageJ. Também realizou-se a conversdao da escala de pixels para

milimetros como ja descrito anteriormente.

Foram utilizados 2 métodos, no primeiro determinou-se a area demarcada,
utilizando o programa citado realizava-se a demarcacdo no entorno de todo o embrido, deste
modo o software pdde determinar a area em mm?. A figura 18 abaixo mostra o tracado em cor

laranja fazendo o contorno da regido de interesse do embrido como descrito acima.

Figura 18: Embrido no tempo de 36 horas no aumento de 4X com area demarcada.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.
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O segundo método utilizado para quantificacdo manual foi o calculo para obtencéo
da &rea da elipse. Nesse método sdo tracados duas retas, o diametro vertical e o didmetro
horizontal e calculado a area da elipse. As medidas para o célculo estdo demonstradas na figura
19.

Diametro menor  Diimetro maior
x

Area da elipse = 3 > XT

Figura 19: Embrido no tempo de 36 horas no aumento de 4X demonstrando diametro menor (1)

e didmetro maior (2).

Fonte: Elaborado pelo proprio autor

4.7.4 Método de quantificacdo automatica da resposta angiogénica

Para andlise automatica da resposta angiogénica no método com avaliagdo nédo
focal, também se utilizou 0 SAMV, conforme descrito no item 4.6.4, entretanto utilizou-se um

fator de escala de 8 pixels/mm e 64 pixels/mm?.

A Figura 20 mostra o processo de selecdo da area de interesse em um embrido

avaliado de forma ndo focal.
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Figura 20: Selecdo da area de interesse no SAMV em um embrido avaliado de forma néo focal.

¢ Sistema de Analise Morfométrica Vascular - C:\Users\Usuario\Desktop\SAMV-Demo\T36Amplo.bmp = o X
Arquivo Comprimento Regido de Interesse Segmentacéo Areas Afinamento Sair

Fonte: Elaborada pelo autor.

A figura 21 mostra o processo de segmentagdo em um embrido avaliado de forma
néo focal.

Figura 21: Processo de segmentagdo no SAMV em um embrido avaliado de forma néo focal.

ﬁ Sistema de Analise Morfométrica Vascular - C:\Users\Usuario\Desktop\SAMV-Demo\T36Amplo.bmp - =] X
Arquivo Comprimento Regido de Interesse Segmentacso Argas Afinamento Sair
< > 7 [ < > 255
Limiar = 9

Fonte: Elaborada pelo autor.
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A figura 22 mostra a obtencgdo da area e perimetro vascular em um embrido avaliado

de forma nao focal.

Figura 22: Processo para obtencdo da area vascular e do perimetro vascular no SAMY em um

embrido avaliado de forma nao focal.

Arguive Comprimento Regido de Interesse Samv-d10-4x

» Area Selecionada = 80548,00 pixels (1258,56 mm?)

» Area Vascular = 17924,00 pixels (280,06 mm?)

» Densidade de Area Vascular = 22,25 %

» Perimetro Vascular = 14262,00 pixels (1782,75 mm)

Sair

Fonte: Elaborada pelo autor.

A figura 23 ilustra o processo de afinamento em um embri&o avaliado de forma ndo

focal.
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Figura 23: Processo de afinamento e obtencdo do comprimento vascular total e da espessura
vascular no SAMV em um embrido avaliado de forma néo focal.

hd Samv-d10-4x X
Arqui Comprimento Regido ) 5 ‘nentu I Sair
arquvo & & » Comprimento Vascular Total = 9048,98 pixels (1131,12 mm) f

» Numero de Vasos Sanguineos = 831

» Terminais = 478
» Bifurcagdes = 388

»Nés=35

» Densidade Vascular = 0,66 vasos/mm?

» Espessura Vascular = 1,9808 pixels (247,5969 um)

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.7.5 Aplicacdo do método na avaliacdo do efeito antiangiogénico do bevacizumabe

Para aplicagdo do método ndo na avaliagdo do efeito antiangiogénico do

bevacizumabe, os embrides foram divididos em 2 grupos:

e Grupo Controle: Composto por 20 embribes, receberam 100 pL de solugéo
fisiolégica de cloreto de sdédio 0,9% em um veiculo composto por
Carboximetilcelulose 1%.

e Grupo Bevacizumabe: Composto por 23 embrides, receberam 100 pL de

bevacizumabe 10 M em um veiculo composto por carboximetilcelulose 1%.

O namero de embrides de cada grupo foi proposto com base em outros trabalhos e
com base no risco de perdas por contaminagdo (YILDZ et al., 2013).
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4.8 Analise estatistica

Os parametros manuais e automaticos foram expressos como variacdo relativa a

primeira medida temporal, para tanto, utilizou-se a formula a seguir:
Pr= Py — Py

onde P; é a medida relativa de um determinado parametro, P € 0 valor absoluto do parametro

em um determinado tempo e Py é 0 valor absoluto do pard@metro no tempo Oh.

As taxas de crescimento (T¢) foram calculadas a partir da seguinte formula:
PTZ - PT1

Te=, "7,

onde T¢é a taxa de crescimento em um dado intervalo de tempo, P12 e Pt1 580 0s valores de um
determinado pardmetro nos tempos T» (tempo final) e T: (tempo inicial), respectivamente.
Foram calculadas trés taxas de crescimento, Tcinicial (0 a 24h), T final (24 a 48h) e Tglobal
(0 a48h).

Para avaliar de forma global o processo angiogénico ao longo do periodo de
monitoramento (0 a 48 horas), calculou-se a area sob a curva (ASC) das medicdes temporais da
area vascular, mensurada pelo método automatico, e das areas bitrapezoidal e da elipse, ambas
medidas pelos métodos manuais, versus o tempo (em horas), utilizando-se, para tanto, 0 método

dos trapézios.

Os parametros de quantificacdo de angiogénese, por se tratarem de variaveis
quantitativas, foram inicialmente analisados pelo teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar
a normalidade da distribuicdo. Como tal requisito foi verificado na maioria dos casos, entéo,
para a estatistica descritiva, calcularam-se a média e o desvio padrdo, bem como foram
empregados métodos paramétricos para a estatistica analitica. Um modelo de anélise de
variancia para dois fatores de classificacdo com medidas repetidas foi usado para comparar 0
efeito dos dois tratamentos (fator 1: Controle e bevacizumabe) nos quantificadores do processo
angiogénico ao longo dos tempos avaliados (fator 2: tempos 0, 12, 24, 36 e 48 horas), sendo
complementada pelo teste de comparacdes multiplas de Bonferroni, para comparagdes entre
tratamentos em cada tempo e entre os tempos dentro do mesmo grupo de tratamento.
Comparacdes entre 0s grupos Bevacizumabe e Controle em relacdo a taxa de crescimento e a

area sob a curva foram feitas por meio do teste t para variaveis ndo emparelhadas. As taxas de
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crescimento inicial e final de um mesmo grupo foram ainda comparadas através do teste t para

variaveis ndo emparelhadas.

O coeficiente de correlacao linear de Pearson (r) foi utilizado para quantificar o
grau e o sinal da correlagéo linear entre duas medidas manuais ou entre uma medida manual e

uma automatica.

Ademais, curvas de sobrevida foram construidas para ambos os grupos de
tratamento conforme o método de Kaplan-Meier. ComparacOes entre as curvas foram feitas

pelo teste log-rank.

Em todas as analises, empregaram-se testes bicaudais, estabelecendo-se o nivel de
significancia em 0,05 (5%), considerando-se, por conseguinte, como estatisticamente
significante um valor P menor que 0,05. O software GraphPad Prism versdao 8.0 (GraphPad
Software, San Diego, California, USA) foi utilizado tanto para a realizacdo dos procedimentos

estatisticos como para a elaboracdo dos gréficos.
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5 RESULTADOS

5.1 Modelo para prospeccdo de farmacos antiangiogénicos em membrana de saco

vitelino de embrido de galinha com abordagem focal

Observou-se, na abordagem focal do modelo para prospeccdo de farmacos
antiangiogénicos proposto no presente trabalho, um crescimento vascular temporal linear com
grande potencial para avaliacdo de drogas que interferem na angiogénese. A figura 24 mostra

registros de um embrido do grupo Controle nos momentos de avaliacdo de 0 a 48 horas.
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Figura 24: Registro temporal de embrido do grupo Controle do modelo com abordagem focal.

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.1.1 Mortalidade

Com o objetivo de se analisar a sobrevida dos embrides apds abertura dos ovos em
cada método, foi utilizada a curva de Kaplan-Meier. Ao final das 48h de avaliagdo, foi
observada uma sobrevivéncia de 90% dos embrides do grupo Controle, e 74,07% no grupo
Bevacizumabe. N&o foram observadas diferencas nas curvas de sobrevivéncia dos dois grupos
(P>0,05) (Gréfico 1).
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Grafico 1: Percentual de sobrevivéncia dos embriGes apds abertura dos ovos nos grupos
Controle e Bevacizumabe, no modelo com abordagem focal.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Grupos Controle (n=20) e Bevacizumabe (n=27). Gréfico obtido pelo método de Kaplan-Meier.

A Tabela 1 mostra os valores percentuais de sobrevivéncia em cada tempo de
avaliacdo em ambos os grupos. Observa-se que 0s decréscimos do percentual de sobrevivéncia
nos embrides do grupo Controle ocorreram nos tempos 12 e 36h, enquanto no grupo
Bevacizumabe ocorreram nos tempos 12 e 24h. Além disso, observa-se uma pequena reducao
do percentual de sobrevivéncia nos embrides tratados com o Bevacizumabe, quando

comparados ao grupo Controle.
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Tabela 1: Percentual de sobrevivéncia dos embrides apds abertura dos ovos nos grupos Controle

e Bevacizumabe no modelo com abordagem focal.

Controle Bevacizumabe
Tempo (h)

(n=20) (n=27)
0 100 100
12 95 92,59
24 95 74,07
36 90 74,07
48 90 74,07

Fonte: Dados da pesquisa

5.1.2 Medidas manuais de quantificacdo do crescimento vascular para avaliacéo de drogas

antiangiogénicas

Com relagdo as medidas manuais, foram realizadas 3 medidas, a primeira € a area
demarcada, que consiste na medida da area vascularizada do embrido interna ao campo de EVA.
No grupo Controle, foi observado um crescimento temporal progressivo em todo o periodo de
avaliacdo. O grupo Bevacizumabe também apresentou um crescimento temporal, entretanto foi
observada uma menor area em todos os tempos de avaliagdo, quando comparados ao grupo
Controle (P<0,01) (Grafico 2).
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Gréfico 2: Progressao temporal da &rea demarcada nos grupos Controle e Bevacizumabe, no
modelo com abordagem focal.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Dados expressos como variagdo relativa a drea demarcada inicial (Oh). Dados apresentados como média * desvio
padrdo das medi¢des nos tempos 0, 12, 24, 36 e 48 horas nos grupos Controle (n=18) e Bevacizumabe (n=20). **
demonstra diferenca significativa entre os grupos Controle e Bevacizumabe em um determinado tempo (P<0,01);
*** denota diferenca estatisticamente significativa entre os grupos Controle e Bevacizumabe em um determinado
tempo (P<0,001).

A Tabela 2 mostra os valores da area demarcada nos grupos Controle e
Bevacizumabe em todos os tempos de avaliagdo, bem como o valor exato de significancia no

pos-teste de comparacGes multiplas de Bonferroni.
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Tabela 2: Area demarcada nos grupos Controle e Bevacizumabe, nos tempos 12, 24, 36 e 48h,
no modelo com abordagem focal.

Controle (n=18) Bevacizumabe (n=20)
Tempo (h) Significancia”
Média + DP* Média + DP*
12 54,70 £ 13,65 21,65 £ 30,41 P =0,0006
24 95,38 + 18,35 50,10 + 34,77 P <0,0001
36 144,86 + 20,21 105,16 + 38,17 P =0,0013
48 183,49 + 20,36 146,33 + 34,73 P =0,0012

Fonte: Dados da pesquisa.

# Dados expressos em milimetros quadrados (mm?) como média + desvio padrdo. * Valores de significancia
correspondentes a comparacgao entre os grupos Controle e Bevacizumabe, em um determinado tempo, pelo teste

de comparagdes multiplas de Bonferroni.

A segunda medida manual foi o0 comprimento avangado, que se baseia na medida
da distancia entre a parede inferior interna do campo de EVA e o ponto vascular mais distante.
Foi observada uma progressdo temporal no grupo Controle e no grupo Bevacizumabe,
entretanto o comprimento avancado foi menor no grupo Bevacizumabe em todos os tempos de

avaliacdo, quando comparados ao grupo Controle (P<0,05) (Gréfico 3).
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Gréfico 3: Progressdo temporal do comprimento avangado nos grupos Controle e

Bevacizumabe, no modelo com abordagem focal.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Dados expressos como variacdo relativa ao comprimento inicial (Oh). Dados apresentados como média + desvio
padrdo das medic¢Bes nos tempos 0, 12, 24, 36 e 48 horas nos grupos Controle (n=18) e Bevacizumabe (n=20). *
demonstra diferenca significativa entre os grupos Controle e Bevacizumabe em um determinado tempo (P<0,05);
** denota diferenga estatisticamente significativa entre os grupos Controle e Bevacizumabe em um determinado
tempo (P<0,01).

A Tabela 3 retne todos os valores de comprimento avangado nos grupos Controle

e Bevacizumabe, bem como a significancia dos testes de compara¢fes multiplas de Bonferroni.
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Tabela 3: Comprimento avancado nos grupos Controle e Bevacizumabe, nos tempos 12, 24, 36

e 48h, no modelo com abordagem focal.

Controle (n=18) Bevacizumabe (n=20)

Tempo (h) Significancia*
Média + DP* Média + DP*
12 3,23+0,83 1,59 +1,83 P =0,0049
24 5,29+ 1,07 3,27+2.21 P =0,0044
36 7,99 +0,99 6,12+ 2,34 P =0,0122
48 992+1.21 797+1,78 P =0,0014

Fonte: Dados da pesquisa.

# Dados expressos em milimetros (mm) como média + desvio padréo. * Valores de significancia correspondentes
a comparagdo entre os grupos Controle e Bevacizumabe, em um determinado tempo, pelo teste de comparagdes

multiplas de Bonferroni.

Outra medida manual proposta foi a divisdo da area vascularizada em dois trapézios
e somar a area de ambos. Assim como as outras medidas manuais, a area vascularizada
calculada a partir dos trapézios também apresentou um crescimento temporal progressivo em
ambos 0s grupos, entretanto, o grupo Bevacizumabe apresentou areas menores em todos 0s

tempos de avaliacdo, quando comparados ao grupo Controle (P<0,05) (Grafico 4).
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Gréfico 4: Progressdo temporal da area bitrapezoidal nos grupos Controle e Bevacizumabe, no

modelo com abordagem focal.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Dados expressos como variagdo relativa a area bitrapezoidal inicial (Oh). Dados apresentados como média + desvio
padrdo das medic¢des nos tempos 0, 12, 24, 36 e 48 horas nos grupos Controle (n=18) e Bevacizumabe (n=20). *
demonstra diferenca significativa entre os grupos Controle e Bevacizumabe em um determinado tempo (P<0,05);

** denota diferenga estatisticamente significativa entre os grupos Controle e Bevacizumabe em um determinado

tempo (P<0,01).

A tabela 4 mostra a progressao temporal da area bitrapezoidal, bem como a

significancia correspondentes aos testes de comparacGes maltiplas de Bonferroni.
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Tabela 4: Area bitrapezoidal nos grupos Controle e Bevacizumabe, nos tempos 12, 24, 36 e

48h, no modelo com abordagem focal.

Controle (n=18) Bevacizumabe (n=20)
Tempo (h) Significancia*
Média + DP* Média + DP*
12 4751 £ 14,34 25,99 + 29,10 P =0,0262
24 89,09 + 18,00 53,68 + 35,82 P =0,0021
36 139,35+ 19,39 104,14 + 39,52 P =0,0056
48 179,38 + 22,25 144,90 + 40,73 P =0,0105

Fonte: Dados da pesquisa.

# Dados expressos em milimetros (mm?) como média + desvio padréo. * Valores de significancia correspondentes
a comparacgdo entre os grupos Controle e Bevacizumabe, em um determinado tempo, pelo teste de comparag6es

multiplas de Bonferroni.

Como forma de avaliacdo global do crescimento da area vascularizada, foi realizado
o célculo da area sob a curva (ASC) da area bitrapezoidal. A ASC mostra uma visdo global do
efeito do Bevacizumabe sobre o crescimento vascular, visto que ndo sdo feitas comparacdes

tempo a tempo, e sim a comparacdo da area total sob a curva, considerando todos 0s pontos.

O Gréfico 5A mostra a representacdo da area sob a curva nos grupos Controle e
Bevacizumabe. O Grafico 5B mostra os valores da ASC, onde observou-se no grupo Controle
uma ASC de 365,6 + 55,61, enquanto no grupo Bevacizumabe a ASC foi 246,3 + 97,65. O
Bevacizumabe foi capaz de reduzir significativamente a ASC da area bitrapezoidal, quando

comparado ao grupo Controle (P<0,001).
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Gréfico 5: Avaliacdo global do crescimento vascular através da ASC da progressao temporal
da &rea bitrapezoidal no modelo com abordagem focal.
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Fonte: Dados da pesquisa.

(A) Representa a area sob a curva nos grupos Controle (n=18) e Bevacizumabe (n=20). Dados expressos como
variacdo relativa a area bitrapezoidal inicial (Oh). Dados apresentados como média das medigdes nos tempos 0,
12, 24, 36 e 48 horas. (B) Mostra a ASC dos grupos Controle (n=18) e Bevacizumabe (n=20) expressos como
média = desvio padrdo. *** denota diferenca estatisticamente significativa entre os grupos Controle e
Bevacizumabe (P<0,001).

Como forma de avaliarmos o perfil de crescimento vascular dos grupos Controle e
Bevacizumabe, foi calculado, a partir das areas bitrapezoidais, a taxa de crescimento inicial
(entre 0 e 24h), a final (entre 24 e 48h) e a taxa de crescimento global (entre 0 e 48h). A tabela
5 mostra os valores da taxa de crescimento vascular (mm%h) nos grupos Controle e
Bevacizumabe. Inicialmente observou-se que ndo houve diferenca entre as taxas de crescimento
inicial e final no grupo Controle, indicando que o crescimento vascular no grupo Controle €

linear em todo o periodo de acompanhamento do estudo.

Ao comparar as taxas de crescimento no grupo Bevacizumabe, observa-se que
existe uma alteracdo no padrdo de crescimento no decorrer do tempo. A taxa de crescimento

inicial foi significativamente menor que a taxas final (P<0,05).
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Tabela 5: Taxas de crescimento da area bitrapezoidal nos grupos Controle e Bevacizumabe, no

modelo com abordagem focal.

Intervalo de Controle (n=18) Bevacizumabe (n=20)
Significancia*
tempo (h) Média + DP* Média + DP*
0-24 3,71 +£0,75 2,24 +1,49% P =0,0005
24-48 3,76 + 0,60 3,87 +1,28 P=0,723
0-48 3,74 £ 0,46 3,04 £0,83 P =0,0026

Fonte: Dados da pesquisa.

# Dados expressos em milimetros (mm?%h) como média + desvio padrdo. * Valores de significancia
correspondentes a comparagao entre 0s grupos Controle e Bevacizumabe, em um determinado intervalo de tempo,
pelo teste de comparagdes multiplas de Bonferroni. ® denota diferenca estatisticamente significativa quando

comparados ao intervalo 24-48h do grupo Bevacizumabe (P<0,05).

O gréafico 6 mostra as trés taxas de crescimento nos grupos Controle e
Bevacizumabe. Ao se comparar 0s grupos Controle e Bevacizumabe em cada intervalo de
tempo, observou-se uma reducéo significativa nas taxas de crescimento inicial (Grafico 6A) e
global (Gréfico 6C) do grupo Bevacizumabe, entretanto ndo houve diferenca significativa entre

as taxas de crescimento final do grupo Controle e Bevacizumabe (Gréafico 6B).



63

Gréfico 6: Taxas de crescimento inicial (A), final (B) e global (C) da area bitrapezoidal dos

grupos Controle e Bevacizumabe no modelo com abordagem focal.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Dados expressos como média + desvio padréo. (A) Mostra as taxas de crescimento nas primeiras 24h nos grupos
Controle (n=18) e Bevacizumabe (n=20). (B) Mostra as taxas de crescimento entre os tempos 24 e 48h nos grupos
Controle (n=18) e Bevacizumabe (n=20). (C) Mostra as taxas de crescimento entre os tempos 0 e 48h nos grupos
Controle (n=18) e Bevacizumabe (n=20). ** denota diferenga estatisticamente significativa entre os grupos
Controle e Bevacizumabe (P<0,01). *** denota diferenca estatisticamente significativa entre os grupos Controle
e Bevacizumabe (P<0,001).
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5.1.3 Medidas automaticas de quantificacdo do crescimento vascular para avaliacdo de

drogas antiangiogénicas.

Para quantificacdo automatica do crescimento vascular, foi utilizado um software
que fornece diversos parametros, contudo foram selecionados 4 parametros que melhor
caracterizaram o crescimento vascular: a &rea vascular, o perimetro vascular, o0 comprimento

vascular total e a espessura vascular.

Com relacéo a area vascular, os dois grupos apresentaram um crescimento temporal
ao longo de todo o periodo e avaliacdo, entretanto observou-se uma menor area vascular no
grupo Bevacizumabe nos tempos 24, 36 e 48h, quando comparados ao grupo Controle
(P<0,001) (Gréfico 7).

Gréfico 7: Progressdo temporal da area vascular nos grupos Controle e Bevacizumabe, no

modelo com abordagem focal.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Dados expressos como variagdo relativa a area vascular inicial (Oh). Dados apresentados como média + desvio
padrdo das medicGes nos tempos 0, 12, 24, 36 e 48 horas nos grupos Controle (n=18) e Bevacizumabe (n=20). ***
denota diferencga estatisticamente significativa entre os grupos Controle e Bevacizumabe em um determinado
tempo (P<0,001).
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A tabela 6 relne todos os valores de area vascular nos grupos Controle e

Bevacizumabe, bem como a significancia dos testes de compara¢es multiplas de Bonferroni.

Tabela 6: Area vascular nos grupos Controle e Bevacizumabe, nos tempos 12, 24, 36 e 48h, no

modelo com abordagem focal.

Controle (n=18)

Bevacizumabe (n=20)

Tempo (h) Significancia*
Média + DP* Média + DP*
12 9,76 £ 2,92 4,84 +542 P =0,0627
24 19,70 +4,19 10,29 + 7,57 P <0,0001
36 31,86 = 5,96 21,78 + 8,38 P <0,0001
48 40,38 + 4,89 30,18 £ 7,52 P <0,0001

Fonte: Dados da pesquisa.

# Dados expressos em milimetros quadrados (mm2) como média + desvio padrdo. * Valores de significancia

correspondentes & comparagdo entre 0s grupos Controle e Bevacizumabe, em um determinado tempo, pelo teste

de comparagdes multiplas de Bonferroni.

Também foi realizada a analise da ASC da progressao temporal da area vascular. O

grafico 8A mostra a representacdo da ASC nos grupos Controle e Bevacizumabe. Observou-se

uma reducdo significativa da ASC no grupo Bevacizumabe (50,07 £ 19,69), quando comparado
ao grupo Controle (81,50 £ 13,54) (P<0,001) (Gréafico 8B).
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Gréfico 8: Avaliacdo global do crescimento vascular a partir da &rea sob a curva da progressao

temporal da area vascular no modelo com abordagem focal.
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Fonte: Dados da pesquisa.

(A) Representa a &rea sob a curva nos grupos Controle (n=18) e Bevacizumabe (n=20). Dados expressos como
variacdo relativa a area vascular inicial (Oh). Dados apresentados como média das medi¢des nos tempos 0, 12, 24,
36 e 48 horas. (B) Mostra a ASC dos grupos Controle (n=18) e Bevacizumabe (n=20) expressos como média +
desvio padrdo. *** denota diferenca estatisticamente significativa entre os grupos Controle e Bevacizumabe
(P<0,001).

Com relacdo ao perimetro vascular, também foi observado um crescimento
temporal nos grupos Controle e Bevacizumabe, entretanto o grupo Bevacizumabe apresentou o
perimetro vascular menor que o grupo Controle nos tempos 12, 24, 36 e 48h (P<0,01) (Grafico
9).
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Gréfico 9: Progressdo temporal do perimetro vascular nos grupos Controle e Bevacizumabe, no

modelo com abordagem focal.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Dados expressos como variagdo relativa ao perimetro vascular inicial (Oh). Dados apresentados como média +
desvio padrdo das medic¢Bes nos tempos 0, 12, 24, 36 e 48 horas nos grupos Controle (n=18) e Bevacizumabe
(n=20). ** denota diferenca estatisticamente significativa entre os grupos Controle e Bevacizumabe em um
determinado tempo (P<0,01); *** denota diferenca estatisticamente significativa entre os grupos Controle e

Bevacizumabe em um determinado tempo (P<0,001).

A tabela 7 mostra a progressdo temporal do perimetro vascular, bem como a

significancia correspondente aos testes de comparacGes multiplas de Bonferroni.
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Tabela 7: Perimetro vascular nos grupos Controle e Bevacizumabe, nos tempos 12, 24, 36 e

48h, no modelo com abordagem focal.

Controle (n=18) Bevacizumabe (n=20)
Tempo (h) Significancia*
Média + DP* Média + DP*
12 218,58 £ 63,42 104,11 + 122,24 P =0,0038
24 434,07 £ 89,12 227,50 + 165,66 P =0,0001
36 696,87 £ 138,34 494,21 + 188,34 P =0,0022
48 871,06 £+ 100,02 674,25 + 155,29 P =0,0002

Fonte: Dados da pesquisa.

# Dados expressos em milimetros (mm) como média + desvio padréo. * Valores de significancia correspondentes
a comparagdo entre os grupos Controle e Bevacizumabe, em um determinado tempo, pelo teste de comparagdes

multiplas de Bonferroni.

O gréafico 10 mostra a progressdo temporal do comprimento vascular nos grupos
Controle e Bevacizumabe, onde observou-se um crescimento temporal similar aos outros
parametros automaticos. O grupo Bevacizumabe apresentou comprimento vascular médio nos

tempos 12, 24, 36 e 48h significativamente menor que o grupo Controle (P<0,01).
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Gréfico 10: Progressdo temporal do comprimento vascular total nos grupos Controle e

Bevacizumabe, no modelo com abordagem focal.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Dados expressos como variagdo relativa ao comprimento vascular total inicial (Oh). Dados apresentados como
média + desvio padrdo das medi¢fes nos tempos 0, 12, 24, 36 e 48 horas nos grupos Controle (n=18) e
Bevacizumabe (n=20). ** denota diferenca estatisticamente significativa entre os grupos Controle e Bevacizumabe
em um determinado tempo (P<0,01); *** denota diferenca estatisticamente significativa entre os grupos Controle

e Bevacizumabe em um determinado tempo (P<0,001).

A tabela 8 mostra os valores do comprimento vascular nos grupos Controle e
Bevacizumabe, bem como a significancia correspondente aos testes de comparacfes maltiplas

de Bonferroni.
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Tabela 8: Comprimento vascular total nos grupos Controle e Bevacizumabe, nos tempos 12,
24, 36 e 48h, no modelo com abordagem focal.

Controle (n=18) Bevacizumabe (n=20)
Tempo (h) Significancia*
Média + DP* Média + DP*
12 121,81 £ 41,99 57,07 £ 74,83 P =0,0091
24 254,89 £ 57,17 129,69 + 103,72 P =0,0002
36 416,83 £ 91,00 297,24 £ 122,65 P =0,0062
48 522,63 £+ 63,56 407,33 + 100,20 P =0,0006

Fonte: Dados da pesquisa.

# Dados expressos em milimetros (mm) como média + desvio padrdo. * Valores de significancia correspondentes
a comparagdo entre os grupos Controle e Bevacizumabe, em um determinado tempo, pelo teste de comparagoes
multiplas de Bonferroni.

Com relacdo a espessura vascular, observou-se um padréo de crescimento diferente
dos outros pardmetros. Nas primeiras 12h observa-se um crescimento mais pronunciado,
enquanto nas horas seguintes observa-se um crescimento temporal menos pronunciado,
crescimento esse que se seguiu até o final do acompanhamento. O Bevacizumabe foi capaz de
reduzir significativamente a espessura vascular nos tempos 12, 24, 36 e 48h (P<0,01) (Gréfico
11)
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Gréfico 11: Progressdo temporal da espessura vascular nos grupos Controle e Bevacizumabe,
no modelo com abordagem focal.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Dados expressos como variagdo relativa a espessura vascular inicial (Oh). Dados apresentados como média +
desvio padrdo das medicBes nos tempos 0, 12, 24, 36 e 48 horas nos grupos Controle (n=18) e Bevacizumabe
(n=20). ** denota diferenca estatisticamente significativa entre os grupos Controle e Bevacizumabe em um
determinado tempo (P<0,01).

A tabela 9 reporta os valores relativos a progressao temporal da espessura vascular, bem
como a significancia correspondente aos testes de comparagdes multiplas de Bonferroni.
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Tabela 9: Espessura vascular nos grupos Controle e Bevacizumabe, nos tempos 12, 24, 36 e
48h, no modelo com abordagem focal.

Controle (n=18) Bevacizumabe (n=20)
Tempo (h) Significancia*
Média + DP Meédia = DP
12 10,41 + 4,27 5,58 + 4,64 P =0,0078
24 13,48 + 5,09 7,76 £ 5,39 P =0,0073
36 15,51 + 5,43 8,80 + 5,97 P =0,0035
48 16,99 + 5,56 10,32 + 5,79 P =0,0036

Fonte: Dados da pesquisa.

# Dados expressos em milimetros (mm) como média + desvio padrdo. * Valores de significAncia correspondentes
a comparagdo entre os grupos Controle e Bevacizumabe, em um determinado tempo, pelo teste de comparacGes
multiplas de Bonferroni.

Para avaliagdo do perfil de crescimento vascular nos pardmetros automaticos,
optou-se por fazer a taxa de crescimento da area vascular, pois é o parametro que melhor
representa os vasos como um todo. A tabela 10 mostra os valores da taxa de crescimento

vascular (mm?h) nos grupos Controle e Bevacizumabe.

O perfil de crescimento da area vascular foi similar ao perfil de crescimento da area
bitrapezoidal, onde observou-se, no grupo Controle, um crescimento linear, sem diferencas
significativas entre as taxas inicial e final. Entretanto o Bevacizumabe foi capaz de alterar esse
perfil de crescimento, onde a taxa de crescimento inicial foi menor que a taxa final (P<0,05),

indicando um crescimento ndo linear (Tabela 10).
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Tabela 10: Taxas de crescimento da area vascular nos grupos Controle e Bevacizumabe no

modelo com abordagem focal.

Intervalo de Controle (n=18) Bevacizumabe (n=20)
Significancia*
tempo (h) Média + DP* Média + DP*
0-24 0,82 +0,17 0,46 + 0,34 P =0,0002
24-48 0,86 + 0,16 0,83+0,31 P =0,6499
0-48 0,84 £0,10 0,64 £0,17 P <0,0001

Fonte: Dados da pesquisa.

# Dados expressos em milimetros (mm?%h) como média + desvio padrdo. * Valores de significancia
correspondentes a comparagao entre 0s grupos Controle e Bevacizumabe, em um determinado intervalo de tempo,
pelo teste de comparagGes multiplas de Bonferroni. * denota diferenca estatisticamente significativa quando

comparados ao intervalo 24-48h do grupo Bevacizumabe (P<0,05).

O gréafico 12 mostra as taxas de crescimento inicial, final e global dos grupos
Controle e Bevacizumabe. Ao se comparar 0s grupos Controle e Bevacizumabe em cada
intervalo de tempo, observou-se uma reducéo significativa induzida pelo Bevacizumabe nas
taxas de crescimento inicial e global, entretanto ele ndo alterou a taxa de crescimento final,

quando comparados ao grupo controle (P<0,001).
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Gréfico 12: Taxas de crescimento inicial (A), final (B) e global (C) da &rea vascular dos grupos
Controle e Bevacizumabe no modelo com abordagem focal.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Dados expressos como média + desvio padrdo. (A) Mostra as taxas de crescimento nas primeiras 24h nos grupos
Controle (n=18) e Bevacizumabe (n=20). (B) Mostra as taxas de crescimento entre os tempos 24 e 48h nos grupos
Controle (n=18) e Bevacizumabe (n=20). (C) Mostra as taxas de crescimento entre os tempos 0 e 48h nos grupos
Controle (n=18) e Bevacizumabe (n=20). *** denota diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos

Controle e Bevacizumabe (P<0,001).
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5.1.4 Correlacédo entre medidas manuais e automaticas de quantificacdo do crescimento

vascular

Inicialmente foi verificada a correlacdo entre as duas medidas manuais (area
bitrapezoidal e area demarcada). Observou-se uma correlacdo positiva excelente entre as duas
medidas pela correlacdo de Pearson (r=0,9994; P<0,0001) (Gréfico 13).

Gréafico 13: Grafico de dispersdo entre as medidas manuais area bitrapezoidal e area demarcada.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Os pontos representam a média das medidas nos tempos 0, 12, 24, 36 e 48h do grupo Controle, e a reta representa

a regressdo linear resultante dos pontos.

Também foi verificado a correlacdo entre as duas medidas manuais (area
bitrapezoidal e area demarcada) e uma medida automatica (area vascular), como forma de
verificar se as medidas manuais propostas representam a area vascular. Foi observada uma

correlacdo positiva excelente nas duas comparacdes (Grafico 14).



76

Gréfico 14: Gréfico de dispersdo entre a medida automatica area vascular e as medidas manuais
area demarcada (A) e area bitrapezoidal (B).
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Fonte: Dados da pesquisa.

Os pontos representam a média das medidas nos tempos 0, 12, 24, 36 e 48h do grupo Controle, e a reta representa

a regressdo linear resultante dos pontos.

5.2 Modelo para prospeccéo de farmacos antiangiogénicos em membrana de saco vitelino

de embrido de galinha com abordagem néo focal

A abordagem ndo focal do modelo proposto no presente trabalho, consistiu em uma
abordagem com inoculacdo da droga e avaliagdo no embrido todo, e ndo s6 em uma area
delimitada. Observou-se um padrdo de crescimento vascular um pouco diferente da abordagem
focal, entretanto também foi possivel verificar um crescimento vascular temporal em todo o
periodo de avaliacdo, mostrando grande potencial para avaliacdo de drogas que interferem na
angiogénese. A figura 25 mostra registros de um embrido do grupo Controle nos momentos de

avaliacdo de 0 a 48 horas.
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Figura 25: Registro temporal de um embrido do grupo Controle do modelo com abordagem néo
focal.

5.2.1 Mortalidade

Com relagcdo a mortalidade, observou-se, ao final das 48h de avaliagdo, uma
sobrevivéncia de 85% no grupo Controle e de 86,96% no grupo Bevacizumabe. Nao foram
observadas diferencas estatisticamente significativas entre as curvas de sobrevivéncia dos dois
grupos (P>0,05) (Gréfico 15).
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Gréfico 15: Percentual de sobrevivéncia dos embriGes apds abertura dos ovos nos grupos

Controle e Bevacizumabe, no modelo com abordagem néo focal.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Grupos Controle (n=20) e Bevacizumabe (n=23). Gréfico obtido pelo método de Kaplan-Meier.

A tabela 11 mostra os valores percentuais de sobrevivéncia em cada tempo de
avaliacdo em ambos 0s grupos. Pode-se observar que as mortes nos grupos Controle ocorreram
nos tempos 24 e 48h, enquanto no grupo Bevacizumabe foram nos tempos 36 e 48h. O

percentual final de sobrevivéncia foi muito similar em ambos 0s grupos.
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Tabela 11: Percentual de sobrevivéncia dos embrides apds abertura dos ovos nos grupos

Controle e Bevacizumabe no modelo com abordagem néo focal.

Controle Bevacizumabe
Tempo (h)

(n=20) (n=23)
0 100 100
12 100 100
24 95 100
36 95 91,30
48 85 86,96

Fonte: Dados da pesquisa.

Além disso, com objetivo de verificar se alguma das abordagens apresentou
mortalidade maior, comparou-se a curva de sobrevivéncia dos grupos Controle do método focal
com o do método ndo focal. Ndo foram observadas diferencas entre as curvas (P>0,05) (Grafico
16).
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Gréfico 16: Percentual de sobrevivéncia dos embriGes apds abertura dos ovos nos grupos
Controle pelo método focal e ndo focal.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Grupos Focal (n=20) e Nao focal (n=20). Gréfico obtido pelo método de Kaplan-Meier.

5.2.2 Medidas manuais de quantificacdo do crescimento vascular para avaliacéo de drogas

antiangiogénicas

No modelo com abordagem ndo focal, foram realizadas apenas duas medidas
manuais: area demarcada e area da elipse. O grupo Controle apresentou um crescimento
temporal com um perfil menos linear que a abordagem focal, sendo possivel observar
inicialmente um padrdo linear com posterior suavizacdo do crescimento, com reducdo da
inclinacdo da curva de crescimento. O grupo Bevacizumabe apresentou um padrdo menos
linear, onde é possivel observar uma curva com padrdo sigmoide. Além disso, o grupo
Bevacizumabe apresentou uma menor area demarcada, quando comparado ao grupo Controle,
nos tempos 12, 24, 36 e 48h (P<0,001) (Grafico 17).
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Gréfico 17: Progressdo temporal da &rea demarcada nos grupos Controle e Bevacizumabe, no

modelo com abordagem néo focal.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Dados expressos como variagdo relativa a area demarcada inicial (Oh). Dados apresentados como média + desvio
padrdo das medicOes nos tempos 0, 12, 24, 36 e 48 horas nos grupos Controle (n=17) e Bevacizumabe (n=20). ***
denota diferenca estatisticamente significativa entre os grupos Controle e Bevacizumabe em um determinado

tempo (P<0,001).

A tabela 12 mostra os valores da area demarcada nos grupos Controle e
Bevacizumabe, bem como a significancia referente aos testes de compara¢Ges multiplas de

Bonferroni.
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Tabela 12: Area demarcada nos grupos Controle e Bevacizumabe, nos tempos 12, 24, 36 e 48h,

no modelo com abordagem ndo focal.

Controle (n=17) Bevacizumabe (n=20)
Tempo (h) Significancia*
Média + DP* Média + DP*
12 292,16 £ 57,28 109,10 £ 79,52 P <0,0001
24 625,85 + 119,70 332,19 + 117,66 P <0,0001
36 898,23 £ 124,87 634,11 £ 167,20 P <0,0001
48 1013,05 £ 121,86 798,75 + 156,15 P =0,0002

Fonte: Dados da pesquisa.

# Dados expressos em milimetros quadrados (mm?) como média + desvio padrdo. * Valores de significancia
correspondentes a comparacao entre os grupos Controle e Bevacizumabe, em um determinado tempo, pelo teste

de comparagdes multiplas de Bonferroni.

Com relacdo a area da elipse, observou-se um padrdo de crescimento similar a area
demarcada dos grupos Controle e Bevacizumabe. Foi observada uma reducdo na area da elipse
do grupo Bevacizumabe, em compara¢do com o grupo Controle, nos tempos 12, 24, 36 e 48h
(P<0,001) (Gréfico 18).
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Gréfico 18: Progressdo temporal da area da elipse nos grupos Controle e Bevacizumabe, no

modelo com abordagem néo focal.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Dados expressos como variagdo relativa a &rea da elipse inicial (Oh). Dados apresentados como média + desvio
padrdo das medicOes nos tempos 0, 12, 24, 36 e 48 horas nos grupos Controle (n=17) e Bevacizumabe (n=20). ***

denota diferencga estatisticamente significativa entre os grupos Controle e Bevacizumabe em um determinado

tempo (P<0,001).

A tabela 13 mostra os resultados da area da elipse nos grupos Controle e

Bevacizumabe.
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Tabela 13: Area da elipse nos grupos Controle e Bevacizumabe, nos tempos 12, 24, 36 e 48h,

no modelo com abordagem ndo focal.

Controle (n=17) Bevacizumabe (n=20)
Tempo (h) Significancia*
Média + DP* Média + DP*
12 287,01 £ 63,32 101,14 + 86,50 P <0,0001
24 619,81 + 114,82 313,08 + 104,66 P <0,0001
36 882,14 £ 123,88 605,61 £+ 199,88 P <0,0001
48 1026,71 + 125,21 807,31 + 132,45 P <0,0001

Fonte: Dados da pesquisa.

# Dados expressos em milimetros quadrados (mm?) como média + desvio padrdo. * Valores de significancia
correspondentes a comparagao entre os grupos Controle e Bevacizumabe, em um determinado tempo, pelo teste

de comparagdes multiplas de Bonferroni.

O Bevacizumabe também foi capaz de reduzir a ASC da progressdo temporal da
elipse. O grafico 19A mostra a representacdo da area sob a curva nos grupos Controle e
Bevacizumabe. O Gréafico 19B mostra a comparacdo entre ASC entre os grupos Controle
(2302+300,2) e Bevacizumabe (1373+362,3), sendo o segundo significativamente menor que o
grupo Controle (P<0,001).
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Gréfico 19: Avaliagdo global do crescimento vascular atraves da ASC da progressdo temporal

da &rea da elipse no modelo com abordagem néo focal.
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Fonte: Dados da pesquisa.

(A) Representa a &rea sob a curva nos grupos Controle (n=17) e Bevacizumabe (n=20). Dados expressos como
variacdo relativa a area da elipse inicial (Oh). Dados apresentados como média das medig¢Ges nos tempos 0, 12, 24,
36 e 48 horas. (B) Mostra a ASC dos grupos Controle (n=17) e Bevacizumabe (n=20) expressos como média *
desvio padrdo. *** denota diferenca estatisticamente significativa entre os grupos Controle e Bevacizumabe
(P<0,001).

Ao se avaliar a taxa de crescimento da area da elipse do grupo Controle, observou-
se um padrdo com dois momentos diferentes, onde a taxa de crescimento inicial foi
significativamente maior que a taxa de crescimento final (P<0,01), indicando a presenca de um
padrdo ndo linear de crescimento. O Bevacizumabe foi capaz de inverter esse padrdo de
crescimento, ou seja, a taxa de crescimento inicial foi significativamente menor que a taxa de
crescimento final (P<0,01) (Tabela 14).
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Tabela 14: Taxas de crescimento da area da elipse nos grupos Controle e Bevacizumabe, no

modelo com abordagem néo focal.

Intervalo de Controle (n=17) Bevacizumabe (n=20)
Significancia*
tempo (h) Média + DP Média + DP
0-24 25,83 + 4,78 13,05 + 4,36" P <0,0001
24-48 16,95+ 5,19 20,59 £ 5,43 P =0,045
0-48 21,39 +£2,61 16,82 + 2,76 P <0,0001

Fonte: Dados da pesquisa.

# Dados expressos em milimetros (mm?%h) como média + desvio padrdo. * Valores de significancia
correspondentes a comparagao entre 0s grupos Controle e Bevacizumabe, em um determinado intervalo de tempo,
pelo teste de comparacBes multiplas de Bonferroni. ® denota diferenca estatisticamente significativa quando
comparados ao intervalo 24-48h do grupo Controle (P<0,01). ® denota diferenca estatisticamente significativa

quando comparados ao intervalo 24-48h do grupo Bevacizumabe (P<0,01).

O grafico 20 mostra as taxas de crescimento inicial, final e global da area da elipse
dos grupos Controle e Bevacizumabe. Foram realizadas comparagdes entre 0s dois grupos em
cada intervalo de tempo. Observou-se uma reducéo das taxas de crescimento inicial e global do
grupo Bevacizumabe (P<0,001), entretanto a taxa de crescimento final do grupo Bevacizumabe

foi significativamente maior que a taxa de crescimento final do grupo Controle (P<0,05).
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Gréfico 20: Taxas de crescimento inicial (A), final (B) e global (C) da area da elipse dos grupos

Controle e Bevacizumabe no modelo com abordagem ndo focal.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Dados expressos como média + desvio padrdo. (A) Mostra as taxas de crescimento nas primeiras 24h nos grupos
Controle (n=17) e Bevacizumabe (n=20). (B) Mostra as taxas de crescimento entre os tempos 24 e 48h nos grupos
Controle (n=17) e Bevacizumabe (n=20). (C) Mostra as taxas de crescimento entre os tempos 0 e 48h nos grupos
Controle (n=17) e Bevacizumabe (n=20). * denota diferenca estatisticamente significativa entre os grupos Controle
e Bevacizumabe (P<0,05). *** denota diferenca estatisticamente significativa entre os grupos Controle e
Bevacizumabe (P<0,001).
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5.2.3 Medidas automaticas de quantificacdo do crescimento vascular para avaliacdo de

drogas antiangiogénicas

Como forma de método automatico para quantificacdo do crescimento vascular no
método ndo focal, também foram utilizados os mesmos 4 parametros do método com
abordagem focal, quais séo, area vascular, perimetro vascular, comprimento vascular total e

espessura vascular.

Com relacdo a area vascular, foi observado um padrdo semelhante as medidas
manuais, onde pode-se observar uma fase linear com posterior reducao da inclinacdo da curva.
O Bevacizumabe foi capaz de reduzir a area vascular nos tempos 12, 24, 36 e 48h quando
comparados com 0s mesmos tempos do grupo Controle (P<0,001) (Grafico 21).

Gréfico 21: Progressdo temporal da area vascular nos grupos Controle e Bevacizumabe, no

modelo com abordagem néo focal.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Dados expressos como variagdo relativa a area vascular inicial (Oh). Dados apresentados como média + desvio
padrdo das medicBes nos tempos 0, 12, 24, 36 e 48 horas nos grupos Controle (n=17) e Bevacizumabe (n=20). ***
denota diferencga estatisticamente significativa entre os grupos Controle e Bevacizumabe em um determinado
tempo (P<0,001).
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A Tabela 15 mostra os dados da area vascular nos grupos Controle e Bevacizumabe,
bem como a significancia correspondente aos testes de comparacdes multiplas de Bonferroni.

Tabela 15: Area vascular nos grupos Controle e Bevacizumabe, nos tempos 12, 24, 36 e 48h,

no modelo com abordagem nao focal.

Controle (n=17) Bevacizumabe (n=20)
Tempo (h) Significancia*
Média + DP* Média + DP*
12 62,08 + 15,69 22,15+ 16,38 P <0,0001
24 134,04 + 24,48 67,59 £ 19,98 P <0,0001
36 183,37 £ 28,31 124,66 + 34,07 P <0,0001
48 210,67 £29,71 152,02 + 31,91 P <0,0001

Fonte: Dados da pesquisa.

# Dados expressos em milimetros quadrados (mm?) como média + desvio padréo. * Valores de significancia
correspondentes & comparagdo entre os grupos Controle e Bevacizumabe, em um determinado tempo, pelo teste

de comparagdes multiplas de Bonferroni.

A analise da ASC da progressdo temporal da area vascular mostrou uma reducao
significativa no grupo Bevacizumabe quando comparado ao grupo Controle (P<0,001) (Grafico
22). O gréafico 22A mostra a representacdo da ASC nos dois grupos, enquanto o grafico 22B
mostra a comparacdo entre a ASC dos grupos Controle (484,8+62,66) e Bevacizumabe
(291,7£74,08).
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Grafico 22: Avaliacéo global do crescimento vascular através da ASC da progressao temporal
da &rea vascular no modelo com abordagem néo focal.
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(A) Representa a area sob a curva nos grupos Controle (n=17) e Bevacizumabe (n=20). Dados expressos como
variacdo relativa a area vascular inicial (Oh). Dados apresentados como média das medi¢6es nos tempos 0, 12, 24,
36 e 48 horas. (B) Mostra a ASC dos grupos Controle (n=17) e Bevacizumabe (n=20) expressos como media +

desvio padrdo. *** denota diferenca estatisticamente significativa entre os grupos Controle e Bevacizumabe
(P<0,001).

No que diz respeito ao perimetro vascular, observou-se um crescimento temporal
com padrdo semelhante ao da area vascular. O grupo Bevacizumabe apresentou um perimetro
vascular menor nos tempos 12, 24, 36 e 48h (P<0,001) (Grafico 23).
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Gréfico 23: Progressdo temporal do perimetro vascular nos grupos Controle e Bevacizumabe,

no modelo com abordagem ndo focal.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Dados expressos como variacao relativa ao perimetro vascular inicial (Oh). Dados apresentados como média +
desvio padrdo das medicBes nos tempos 0, 12, 24, 36 e 48 horas nos grupos Controle (n=17) e Bevacizumabe
(n=20). *** denota diferenca estatisticamente significativa entre os grupos Controle e Bevacizumabe em um

determinado tempo (P<0,001).

A tabela 16 resume os valores relativos ao perimetro vascular dos grupos Controle

e Bevacizumabe nos tempos 12, 24, 36 e 48h.
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Tabela 16: Perimetro vascular nos grupos Controle e Bevacizumabe, nos tempos 12, 24, 36 e

48h, no modelo com abordagem né&o focal.

Controle (n=17) Bevacizumabe (n=20)
Tempo (h) Significancia*
Média + DP* Média + DP*
12 404,46 £ 101,31 132,41 + 110,22 P <0,0001
24 858,23 + 158,91 433,85 + 138,32 P <0,0001
36 1171,17 £179,38 811,33 £ 224,36 P <0,0001
48 1340,42 + 173,57 1018,29 + 184,08 P <0,0001

Fonte: Dados da pesquisa.

# Dados expressos em milimetros quadrados (mm) como média + desvio padrdo. * Valores de significancia
correspondentes a comparacgao entre os grupos Controle e Bevacizumabe, em um determinado tempo, pelo teste

de comparagdes multiplas de Bonferroni.

O comprimento vascular também apresentou um padrdo de crescimento temporal
semelhante aos outros pardmetros automaticos, incluindo a reduc¢do induzida no grupo
Bevacizumabe nos tempos 12, 24, 36 e 48h (P<0,001) (Gréfico 24).
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Gréfico 24: Progressdo temporal do comprimento vascular nos grupos Controle e

Bevacizumabe, no modelo com abordagem néo focal.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Dados expressos como variagao relativa ao comprimento vascular inicial (Oh). Dados apresentados como média +
desvio padréo das medicOes nos tempos 0, 12, 24, 36 e 48 horas nos grupos Controle (n=17) e Bevacizumabe
(n=20). *** denota diferenca estatisticamente significativa entre os grupos Controle e Bevacizumabe em um

determinado tempo (P<0,001).

A tabela 17 relne os valores relativos ao comprimento vascular total nos grupos

Controle e Bevacizumabe, nos tempos 12, 24, 36 e 48h.
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Tabela 17: Comprimento vascular nos grupos Controle e Bevacizumabe, nos tempos 12, 24,
36 e 48h, no modelo com abordagem né&o focal.

Controle (n=17) Bevacizumabe (n=20)
Tempo (h) Significancia*
Média + DP* Média + DP*
12 254,14 £ 62,42 80,46 + 69,82 P =<0,0001
24 538,57 £ 101,44 270,73 £91,69 P =<0,0001
36 736,43 £ 113,72 510,53 £ 145,36 P =<0,0001
48 837,72 £ 110,97 642,86 + 118,61 P =<0,0001

Fonte: Dados da pesquisa.

# Dados expressos em milimetros quadrados (mm) como média + desvio padrdo. * Valores de significancia
correspondentes a comparagao entre 0s grupos Controle e Bevacizumabe, em um determinado tempo, pelo teste

de comparagdes multiplas de Bonferroni.

A espessura vascular apresentou um padrdo de crescimento diferente, onde pode-se
observar que o crescimento € divido em dois momentos lineares, um primeiro com uma
angulacdo maior, mostrando uma maior velocidade de crescimento, e um segundo momento
com uma reducdo na angulacdo, indicando uma menor velocidade de crescimento. O
Bevacizumabe foi capaz de reduzir significativamente a espessura nos tempos 36 e 48h, quando

comparados ao controle (P<0,05) (Gréafico 25).
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Gréfico 25: Progressdo temporal da espessura vascular nos grupos Controle e Bevacizumabe,

no modelo com abordagem ndo focal.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Dados expressos como variagdo relativa a espessura vascular inicial (Oh). Dados apresentados como média +
desvio padrdo das medicBes nos tempos 0, 12, 24, 36 e 48 horas nos grupos Controle (n=17) e Bevacizumabe
(n=20). * denota diferenca estatisticamente significativa entre os grupos Controle e Bevacizumabe em um
determinado tempo (P<0,05); ** denota diferenca estatisticamente significativa entre os grupos Controle e

Bevacizumabe em um determinado tempo (P<0,01).

A tabela 18 mostra os valores médios de espessura vascular nos grupos Controle e
Bevacizumabe, nos tempos 12, 24, 36 e 48h, bem como a significancia correspondente aos

testes de comparag6es multiplas de Bonferroni.
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Tabela 18: Espessura vascular nos grupos Controle e Bevacizumabe, nos tempos 12, 24, 36 e
48h, no modelo com abordagem né&o focal.

Controle (n=17) Bevacizumabe (n=20)
Tempo (h) Significancia*
Média + DP* Média + DP*
12 6,40 + 4,53 7,00 £ 6,59 P >0,9999
24 12,68 £ 7,06 8,39 £ 8,86 P =0,4394
36 14,35+ 5,41 797712 P =0,0155
48 16,60 + 7,32 7,45 +7,30 P =0,0023

Fonte: Dados da pesquisa.

# Dados expressos em milimetros quadrados (mm) como média + desvio padrdo. * Valores de significancia
correspondentes a comparagao entre 0s grupos Controle e Bevacizumabe, em um determinado tempo, pelo teste

de comparagdes multiplas de Bonferroni.

A taxa de crescimento da area vascular se comportou de modo semelhante a taxa
de crescimento da area da elipse. Observou-se, no grupo Controle, uma taxa de crescimento
inicial significativamente maior que a taxa final (P<0,001). No grupo Bevacizumabe foi
observada uma inversdo do padrdo de crescimento, onde a taxa de crescimento inicial foi

significativamente menor que a taxa final (P<0,001) (Tabela 19).
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Tabela 19: Taxas de crescimento da area vascular nos grupos Controle e Bevacizumabe, no

modelo com abordagem néo focal.

Intervalo de Controle (n=17) Bevacizumabe (n=20)
Significancia*
tempo (h) Média + DP* Média + DP*
0-24 5,59 + 1,02 2,82 +0,83° P =<0,0001
24-48 3,19+1,16 3,52 + 0,96 P =0,3651
0-48 4,39 £ 0,62 3,17 £ 0,66 P =<0,0001

Fonte: Dados da pesquisa.

# Dados expressos em milimetros (mm?%h) como média + desvio padrdo. * Valores de significancia
correspondentes a comparagao entre os grupos Controle e Bevacizumabe, em um determinado intervalo de tempo,
pelo teste de comparagGes multiplas de Bonferroni. * denota diferenca estatisticamente significativa quando
comparados ao intervalo 24-48h do grupo Controle (P<0,001). ° denota diferenca estatisticamente significativa

quando comparados ao intervalo 24-48h do grupo Bevacizumabe (P<0,001).

As taxas de crescimento ainda foram comparadas entre os grupos nos diferentes
momentos. Observou-se uma reducdo das taxas de crescimento inicial (P<0,001) e global
(P<0,001) no grupo Bevacizumabe, entretanto ndo houve diferenca entre as taxas de

crescimento finais dos dois grupos (Grafico 26).
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Gréfico 26: Taxas de crescimento inicial (A), final (B) e global (C) da &rea da vascular dos

grupos Controle e Bevacizumabe no modelo com abordagem néo focal.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Dados expressos como média + desvio padrdo. (A) Mostra as taxas de crescimento nas primeiras 24h nos grupos
Controle (n=17) e Bevacizumabe (n=20). (B) Mostra as taxas de crescimento entre os tempos 24 e 48h nos grupos
Controle (n=17) e Bevacizumabe (n=20). (C) Mostra as taxas de crescimento entre os tempos 0 e 48h nos grupos
Controle (n=17) e Bevacizumabe (n=20). *** denota diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos

Controle e Bevacizumabe (P<0,001).
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5.2.4 Correlacdo entre medidas manuais e automaticas de quantificacdo do crescimento

vascular

A correlacdo entre as duas medidas manuais (area demarcada e area da elipse)
observada foi positiva e excelente pela correlacdo de Pearson (r=0,9997; P<0,0001) (Grafico
27).

Gréafico 27: Grafico de dispersdo entre as medidas manuais area da elipse e area demarcada.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Os pontos representam a média das medidas nos tempos 0, 12, 24, 36 e 48h do grupo Controle, e a reta representa

a regressao linear resultante dos pontos.

Além disso, verificou-se a correlacdo entre as medidas manuais (&rea demarcada e
area da elipse) e a area vascular. As duas medidas manuais mostraram uma correlagéo positiva

excelente (Grafico 28).
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Gréfico 28: Gréfico de dispersdo entre a medida automatica area vascular e as medidas manuais

area demarcada (A) e area da elipse (B).
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Os pontos representam a média das medidas nos tempos 0, 12, 24, 36 e 48h do grupo Controle, e a reta representa

a regressao linear resultante dos pontos.
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6 DISCUSSAO

Nos dias atuais é possivel afirmar que o processo angiogénico desempenha um
papel importante em varias doengas, dentre elas o cancer, tendo participacdo fundamental nos
processos de crescimento, progressdo e metastase do tumor. A inibi¢do desse processo pode ser
utilizada juntamente com o tratamento convencional ou como uma alternativa para o tratamento
de tumores (MAKRILIA et al., 2009).

Atualmente existem varios modelos desenvolvidos para a pesquisa de farmacos pro
ou antiangiogénicos, os principais determinantes para a escolha de um modelo especifico sdo
custo, facilidade de uso, reprodutibilidade e confiabilidade. Segundo Costa et al., 2013 e Cheng,
et al., 2016 a membrana do saco vitelino de galinha é considerada um excelente modelo para o
estudo da formacdo de novos vasos sanguineos, devido a alta vascularizacdo, facil
reprodutibilidade, por ser simplista e de baixo custo (RIBATTI, 2008; RIBATTI 2010).

O modelo proposto nessa pesquisa em saco vitelino possuem diversos beneficios do ponto de
vista de reproducdo de pesquisa, sdo eles, o nimero reduzido de animais, a facilidade de
reproducdo, custo de execucdo baixo, rapida realizacdo e o fato da ndo necessidade de
aprovacdo em comités de ética e pesquisa, visto que, segundo Instituto Nacional de Saude dos
Estados Unidos (NIH - National Institute of Health), o embrido ndo tem o desenvolvimento
neural suficiente associados a percepcéo de dor antes de 14° dia de desenvolvimento. Nas duas
abordagens descritas no presente estudo, o tempo de realizacdo ndo ultrapassou o 5° dia de

desenvolvimento.

Dentro dos objetivos propostos, a viabilidade de um modelo de angiogénese em
membrana de saco vitelino intra-ovo, visando preservar um ambiente mais fisiologico, foi um
grande desafio, entretanto a concretizacdo do modelo foi totalmente possivel durante a
constituicdo do piloto. Restava saber sobre o comportamento do embrido na presenca de um
corpo estranho no caso da utilizagdo do EVA no modelo focal e na presenca da
carboximetilcelulose 1% no modelo nao focal (CMC). Com os resultados obtidos e analisados
de forma automatica (SAMV) e manuais, ficou demonstrado a viabilidade e reprodutibilidade

do modelo.

Ribatti afirma que a acessibilidade ao embrido principalmente para imagens se torna
muito melhor quando feito no ex ovo. No entanto, a viabilidade a longo prazo é geralmente

menor. Sobre a técnica intra ovo, o autor afirma poder preservar o ambiente mais fisiol6gico e
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possuir alta viabilidade na incubagdo principalmente a longo prazo, porém ressalta que essa
técnica tem limitacdo para visualizacdo do embrido. No presente estudo, essa limitagdo foi
superada com a elaboracdo da técnica de abertura ampla da casca do ovo. O desenvolvimento
dessa abertura foi crucial para a progressdo do método, visto que se fez necessario em varios
pontos a observacdo mais ampla do embrido. Para a realizagdo da ampla abertura, foram
puncionados o total de 20 mL de albume, utilizou-se uma fita adesiva colada a casca sobre todo
o local que seria aberto, assim como Aleksandrowicz e Herr realizaram em 2015 com a
finalidade evitar rachaduras na casca do ovo (ALEKSANDROWICZ; HERR, 2015; RIBATTI,
2016).

Na primeira fase do estudo os ovos eram lavados em &gua corrente e realizada
antissepsia com alcool 70%, em seguida eram acomodados na chocadeira elétrica em
temperatura e umidade controladas (37,5 a 38°C; 60% de umidade) durante 72h. No tempo 60h
era realizado uma metodologia propria de puncdo de 5mL de albume de cada ovo, com o
proposito de diminuir quantidade de liquido no interior do ovo e assim permitir a abertura da
casca, a realizagdo dessa metodologia teve como finalidade n&o lesar a gema. (PEIFER,;
DANNHARDT, 2004; NORRBY, 2006; WANG et al., 2007; COSTA et al., 2013).

Ao final das 72h do processo de chocagem, o préximo passo do estudo foi realizar
abertura ampla da casca. Tiras de fita adesiva foram cuidadosamente coladas sobre a casca do
ovo, em seguida se utilizava uma tesoura curva para a realizacdo da perfuracdo da casca e
abertura inicial. A utilizacdo da fita grudada a casca tinha grande importancia para evitar que
fragmentos da casca caissem sobre o0 embrido. Apds a abertura inicial eram coletados mais 15
mL de albume, essa técnica prépria tem a finalidade de permitir a ampliagdo ao maximo do
orificio.

No estudo realizado por Aleksandrowicz e Herr em 2015 que visou estabelecer um
método para eutanasia in ovo do embrido de galinha, via administracdo de pentobarbital
intravenoso, também foi utilizado uma fita grudada a casca, entretanto, ndo foi realizada
abertura ampla que permitisse total visualizagdo do embrido e boa aquisicdo de imagens nem

tampouco foi realizada puncdo de grande quantidade de albume.

Uma vez aberto, era adotado uma metodologia propria para posicionamento dos
ovos. Esses eram alocados na horizontal e com a abertura realizada pra cima, sobre um copo
descartavel de poliestireno pequeno (50 mL) que teve sua borda superior retirada, afim de

aumentar sua maleabilidade e acomodar melhor a superficie oviforme do ovo. Em seguida,
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tanto ovo quanto o copo pequeno eram colocados dentro de outro copo maior (150 mL) para
melhorar a estabilizacéo e protecéo do ovo.

Quanto aos métodos de aplicacéo das substancias, foi escolhido como metodologia
propria o EVA que ¢ de facil obtencéo e de custo extremamente baixo quando comparado com
anéis de pléastico utilizados em estudos como o de Wang, et al. em 2007 ou os anéis de gel de
silica utilizados por Zhou, et al. em 2013. A utilizacdo do EVA no formato de moldura com
medidas especificas, teve o objetivo de limitar a area de inoculacdo e obtencdo das imagens em
aumento de 10x sem que 0 EVA aparecesse nas imagens. Outra metodologia prépria adotada
foi a diluicdo das substancias em carboximetilcelulose 1%, um agente espessante, com 0
objetivo de aumentar a viscosidade da solucdo e melhorar a aderéncia ao embrido, mantendo a
solucdo retida ao campo de inoculacdo. Apo6s a diluicdo inoculou-se diretamente sobre o
embrido com a intencdo que se espalhasse no entorno do embrido, fosse absorvido por vasos
maiores que ali estdo e assim se propagasse mais uniformemente por todo o embri&o, visto que

a analise dessa metodologia ndo seria focal.

A partir desse ponto se inicia uma segunda fase do estudo, quando a contagem de
horas se reinicia para melhor entendimento do acompanhamento temporal das imagens. A
obtencdo das imagens seguiu um padrdo temporal, sendo estabelecido acompanhamento
fotografico de 12 em 12 horas até que se completasse 48 horas, com o objetivo de acompanhar
mais de perto possiveis mudancas no padrdo de desenvolvimento dos vasos sanguineos dos
embrides. Esse padrdo temporal de avaliagdo ndo é consenso, ha alguns trabalhos que
realizaram as analises somente e tempos tardios, como Costa e colaboradores em 2013, que
observaram as imagens de ovos de codorna, somente ao atingir 72 horas e 96 horas, outro
exemplo é o estudo realizado por Cheng e colaboradores em 2016, que observaram as imagens
no tempos de 12 e 36 horas, no entanto, apesar do acompanhamento fotogréfico iniciar

precocemente, possui um grande espaco de tempo entre a primeira e a segunda observacao.

Na obtencdo das referidas imagens, foi utilizado o filtro verde do microscopio,
proporcionando um melhor contraste entre 0s vasos sanguineos e as demais estruturas. Esse
filtro também é chamado de “sem vermelho” e usualmente € utilizado para detec¢do automatica
de vasos sanguineos (MARTINEZ-PEREZ et al., 2007; MARTINEZ-PEREZ et al., 2019).

Apos a inoculagcdo e obtencdo da imagem, o copo era tampado com filme de
policloreto de vinila (PVC) a fim de evitar contaminagao e perfurado com agulha diversas vezes

para facilitar a aeracéo.
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Hé alguns anos softwares de anélise de imagens vem sendo utilizados em diversas
areas da pesquisa e principalmente na investigacdo dos processos angiogénicos, como realizado
por Peifer e Dannhardt em 2004, quando propuseram um novo ensaio angiogénico utilizando
analise digital de imagem. No entanto, pesquisadores que nao tem acesso a programas como o
acima citado, ficam privados de desenvolver pesquisas com angiogénese com 0 mesmo grau de

confiabilidade.

No método desenvolvido pelo presente estudo as analises das imagens foram
realizadas de duas formas distintas, com o propdsito de comparar e desenvolver uma
metodologia especifica para que qualquer pesquisador que tenha ou ndo acesso a softwares de
quantificacdo de vasos sanguineos, possam realizar em estudos futuros a quantificacdo da
angiogénese de forma manual, equivalente a realizada por softwares. Observou-se correlagdes
extremamente positivas quando cruzados os dados entre os resultados obtidos nas analises das

imagens nas formas manual e automatica nos dois métodos de inoculag&o.

Diversas drogas antiangiogénicas apresentam efeito toxico em embrido de galinha
e ja foi observado um efeito citotdxico do bevacizumabe em células oculares (Beedie et al.,
2016; Spitzer et al., 2006), entretanto, no presente estudo ndo foram encontradas diferencas na

mortalidade nos grupos que utilizaram o bevacizumabe em relacdo ao grupo controle.

O bevacizumabe € um anticorpo monoclonal inibidor do fator de crescimento
endotelial de vasos (VEGF) tambem chamado de anti-VEGF, € considerado o agente anti-
angiogénico mais avancgado clinicamente. Embora o Bevacizumabe tenha ganhado um lugar no
tratamento de primeira linha do cancer colorretal e cancer de pulméo de células ndo pequenas,
h& um corpo de evidéncias em rapido crescimento de sua eficacia também no tratamento de
varios outros tumores sélidos (HURWITZ, et al., 2004; FAYETTE; SORIA; ARMAND, 2005;
GASPARINI et al., 2005; CARVALHO, 2011; YILDIZ, et al., 2013).

Nas analises das abordagens focal e ndo focal descritas, foram encontrados
comportamentos muito semelhantes, levando em consideracdo os métodos de analise manual e
automatico. Com relacéo a area demarcada, que se apresenta como uma medida manual, na
abordagem focal os dois grupos se comportaram com um padrdo de crescimento linear,
enguanto que na abordagem ndo focal esse crescimento dos grupos teve padrdo menos linear,

tendendo a redugéo do crescimento no Gltimo ponto.

Outra medida realizada de forma manual foi &rea bitrapezoidal da abordagem focal

e a area da elipse da ndo focal, ambas também apresentaram comportamento temporal
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progressivo. Mesmo tendo sido realizada apenas com célculos matematicos sem auxilio de
nenhum software, esse resultado apresentou um padréo de desenvolvimento muito parecido

com a area demarcada.

O crescimento aumentado apresentado nas areas dos grupos Controles, em relacao
aos grupos Bevacizumabes foi observado pontualmente em analises anteriores, esse resultado
também foi identificado quando avaliado globalmente os resultados obtidos com a analise da
ASC bitrapezoidal na abordagem focal e na ASC da elipse na abordagem ndo focal.

Na atualidade ndo ha estudos que quantifiquem de forma manual a angiogénese em
embrido de galinha. Atualmente os trabalhos que quantificam angiogénese em embrido de
galinha se limitam a avaliar de forma focal e com métodos de automaéticos, realizado por
softwares, como o estudo realizado por Cheng et al. em 2016, que avaliou de forma automatica
a area ocupada pelos vasos, bem como a densidade dos vasos sanguineos, porém de forma
automatica. Ja no estudo realizado por Costa et al. em 2013 foi realizado a analise do global da
MSV de ovos de codorna, entretanto, também foi utilizado a andlise automética. Observa-se
também falta de padronizagdo na aquisicao e analise das variaveis.

Ainda sobre o crescimento das areas, avaliou-se a velocidade de crescimento, esse
dado foi denominado taxa de crescimento. Na abordagem focal, foi cauculado por meio das
areas bitrapezoidais e no ndo focal, por meio da area da elipse. Nas duas abordagens, 0s grupos
Controles apresentaram uma taxa de crescimento maior durante as primeiras 24h, j& no intervalo
de tempo de 24 a 48h os grupos Bevacizumabes apresentaram uma taxa mais alta. Entretanto
quando observado as 48h, os grupos Controles apresentaram maiores taxas de crescimento.
Esse comportamento pode ser explicado, pela provavel a¢do do inibidor de VEGF atuando mais

no inicio do desenvolvimento e diminuindo sua eficacia com o passar do tempo.

Em 2007, Wang e colaboradores também avaliaram a taxa de crescimento dos vasos
sanguineos, nesse estudo os autores desenvolveram um modelo de angiogénese em MSV,
realizado no ex ovo e analisado de maneira global, porém se utilizou apenas de analises
automaticas de imagem. Ja na pesquisa realizada por Zhou e colaboradores em 2013, também
foi realizado o calculo da taxa de crescimento vascular da MCA e da MSV, utilizando apenas

metodologia focal e automatica.

Outra maneira realizada para calcular a area de desenvolvimento, foi através da area

vascular, realizada automaticamente pelo software SAMV. Os resultados obtidos aqui foram
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muito semelhantes quando comparados o focal e o ndo focal e apresentam padrdes similares

aos resultados das medidas manuais.

A partir dos dados de area vascular obtidos pelo software SAMV calculou-se a areas
sobre a curvas nas abordagens focal e ndo focal e obteve-se como resultado a demonstracao de
que 0s grupos que utilizaram bevacizumabe apresentaram resultados totais de area menores que
0s grupos controles. Ressaltando mais uma vez o carater antiangiogénico da droga. Em 2004,
Peifer e Dannhardt desenvolveram um novo ensaio de angiogénese em MCA usando um
modelo de andlise digital com avaliacdo apenas focal, nesse estudo foi realizado um
acompanhamento de 48h dos embrides, entretanto, sem um padrdo bem estabelecido de
intervalo de horas.

Outro ponto em que os resultados corroboraram com a progressao linear do
desenvolvimento dos embrides nos grupos Controle e retardo no desenvolvimento do grupo
Bevacizumabe foi a medida manual denominada comprimento avangado. Este, foi avaliado
apenas na abordagem focal, devido o método de escolha para realizar o célculo ndo se aplicar

a abordagem néo focal.

Os pontos comprimento vascular total e perimetro vascular foram avaliados de
maneira automatica e se comportaram de forma muito semelhante, mostrando progressao dos
valores dos grupos Controle e Bevacizumabe, entretanto essa progressdo se mostra reduzida

nos grupos que fizeram uso do antiangiogénico.

Esse padrdo ndo foi seguido quando avaliado a espessura vascular, também pelo
método automatico. Na abordagem focal o grupo controle se desenvolveu de forma mais rapida
e progressiva que 0 grupo Bevacizumabe, porém mais evidente nas primeiras 12 horas. J& na
abordagem néo focal os grupos Controle e o0 Bevacizumabe apresentaram um desenvolvimento
similar até as 12 horas, a partir desse ponto as curvas de desenvolvimento vdo em direcoes
opostas, o Controle seguindo progressivamente e o Bevacizumabe decrescendo, principalmente
apos as 24h terminando a curva em dire¢es opostas. N&do foram encontrados estudos que
calcularam o comprimento vascular total, perimetro vascular e espessura vascular, entretanto
alguns autores calcularam outros pontos aqui ndo abordados, como Wang et al. em 2007, onde

foi calculado através de andlise automatica a densidade vascular em MSV

Ao final das duas abordagens foram realizadas correlagdes entre os resultados a fim
de verificar a equivaléncia das analises. Nas analises manuais foram correlacionados a area

bitrapezoidal com area demarcada na abordagem focal e na abordagem néo focal, area da elipse
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com &rea demarcada, as duas correlacdes se apresentaram de forma extremamente positiva.
Levando ao entendimento de que areas realizadas somente com calculos matematicos foram
equivalentes nos seus resultados com areas obtidas de forma manual, porém calculada com

auxilio do ImageJ.

As proximas correlagcbes se deram com o cruzamento das medidas manuais
correlacionadas acima, com medidas exclusivamente automaticas, obtidas pela analise do
software SAMV. No focal primeiramente foram cruzados os dados da area demarcada com area
vascular e posteriormente da area bitrapezoidal com area vascular. Na abordagem néo focal o
cruzamento foi realizado entre area demarcada com area vascular e area da elipse e area
vascular. Todas as correlagcbes citadas acima tiveram excelentes resultados positivos. Os
resultados obtidos com as correlacdes realizadas no presente estudo levam ao entendimento de
que as medidas automaticas e manuais podem apresentar resultados correspondentes,
permitindo assim que mesmo o0s pesquisadores que ndo disponham de software especifico para
a analise do desenvolvimento dos vasos sanguineos em MSV do embrido de galinha possam

desenvolver pesquisas com resultados consistentes.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo teve como objetivo estabelecer um modelo de angiogénese na
membrana do saco vitelino de embrido de galinha que proporcionasse 0 monitoramento
temporal do processo angiogénico e possibilitasse a prospeccao de farmacos antiangiogénicos.
Foi verificado que o modelo estudado possibilita o teste de farmacos antiangiogénicos em MSV

de embrido de galinha.

O modelo desenvolvido nessa pesquisa reine qualidades importantes num ensaio
de angiogénese, sdo elas: facil reprodutibilidade, simplista e de baixo custo, além de se
apresentar como um modelo sensivel a ensaios antiangiogénicos, permitir monitorizagdo
temporal e espacial do processo angiogénico, se utilizar de variaveis que possibilitam uma
mensuracdo objetiva da resposta angiogénica e proporcionar a prospeccdo de farmacos

antiangiogénicos.

Os resultados antiangiogénicos encontrados com o uso do bevacizumabe poderiam
ser melhorados com a repeticdo da dose no tempo 24h, visto que os melhores resultados
observados foram de 0 a 24h. Outro obstaculo encontrado, foi a dificil padronizacdo do
posicionamento do EVA sobre o embrido, visto que ao abrir 0s ovos encontrava-se 0s embrides
em diferentes posicdes. Supde-se que a contaminacgdo pode ter sido um fator importante para a
morte de alguns embrides, com base nessa suposicdo sugere-se fazer uso de fluxo laminar e

autoclave afim de diminuir as chances de contaminacao.

A partir dos dados adquiridos nesta pesquisa podemos sugerir estudos futuros que
tenham como objetivo a prospeccdo de farmacos pro e antiangiogénicos. Ademais, também
podem ser realizadas pesquisas de avaliagdo do processo angiogénico em MSV se utilizando

dos parametros manuais descritos nesse estudo.
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8 CONCLUSAO

O modelo de angiogénese na membrana do saco vitelino, tanto na abordagem focal
como na ndo focal, proporciona 0 monitoramento temporal do processo angiogénico e

possibilita a demonstragdo do efeito antiangiogénico de farmacos.
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