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RESUMO 

 

Nos últimos anos, o crescente interesse por métodos alternativos ao uso de animais em testes 

laboratoriais têm levado à exploração de abordagens inovadoras para o desenvolvimento de 

novos fármacos, cosméticos e nutracêuticos, como o método HET-CAM (Hen's Egg Test-

Chorioallantoic Membrane). Este método oferece uma plataforma in vitro que utiliza ovos 

fertilizados de galinha para avaliar a irritação aguda e os efeitos farmacológicos de novas 

entidades químicas. Dessa forma, este estudo visa a investigação dos potenciais efeitos de 

biocompatibilidade, angiogêneses e anti-inflamatórios de derivados de chalconas (D3OH, 

D3COPH3, D3COH e D1), previamente sintetizadas pelo grupo Lapdesf-UNESP (Laboratório 

de Pesquisa e Desenvolvimento de Fármacos), utilizando o método HET-CAM como modelo 

alternativo experimental in vitro. As chalconas, conhecidas por suas diversas propriedades 

farmacológicas, foram escolhidas devido à sua comprovada capacidade de modular processos 

inflamatórios e inibir o crescimento tumoral. Estudos de biocompatibilidade e angiogênese 

foram realizados para identificar o potencial de irritabilidade aguda, embriotoxicidade e 

antiangiogênico que essas moléculas podem apresentar. O ensaio de biocompatibilidade in vitro 

(in ovo) em HET-CAM revelou que os derivados de chalconas D3OH, D3COPH3, D3COH e 

D1 são seguros, apresentando ausência de toxicidade aguda, lise vascular, hemorragia e 

coagulação em 300 segundos. O ensaio antiangiogênico mostrou que D3OH e D1 inibiram a 

formação de vasos de forma semelhante ao controle 5-FU. Assim, D3OH e D1 foram 

selecionados para testes de atividade anti-inflamatória em modelo in vitro (in ovo) de HET-

CAM. 

 

Palavras-chave: carbonilas α,β-insaturadas; HET-CAM; novos fármacos; irritação aguda; 

anti-angiogênese; anti-inflamatório. 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

In recent years, the increasing interest in alternative methods to animal testing in laboratory 

studies has driven the exploration of innovative approaches for the development of new 

pharmaceuticals, cosmetics, and nutraceuticals, such as the HET-CAM (Hen's Egg Test-

Chorioallantoic Membrane) method. This method offers an in vitro platform utilizing fertilized 

chicken eggs to assess acute irritation and the pharmacological effects of novel chemical 

entities. In this context, the present study aims to investigate the potential biocompatibility, 

anti-angiogenic, and anti-inflammatory effects of chalcone derivatives (D3OH, D3COPH3, 

D3COH, and D1), previously synthesized by the Lapdesf-UNESP (Drug Research and 

Development Laboratory), using the HET-CAM method as an alternative experimental in vitro 

model. Chalcones, recognized for their multifaceted pharmacological properties, were selected 

due to their demonstrated ability to modulate inflammatory processes and inhibit tumor 

progression. Biocompatibility and angiogenesis assays were conducted to identify the potential 

acute irritability, embryotoxicity, and anti-angiogenic properties that these molecules may 

exhibit. The in vitro (in ovo) HET-CAM biocompatibility assay revealed that chalcone 

derivatives D3OH, D3COPH3, D3COH, and D1 are safe, showing no signs of acute toxicity, 

vascular lysis, hemorrhage, or coagulation within 300 seconds. The anti-angiogenic assay 

demonstrated that D3OH and D1 inhibited vessel formation to a similar extent as the 5-FU 

control. Consequently, D3OH and D1 were selected for further anti-inflammatory activity 

assays in an in vitro (in ovo) HET-CAM model. 

 

Keywords: α,β-unsaturated carbonyl compounds; HET-CAM; novel drugs; acute irritation; 

anti-angiogenesis; anti-inflammatory. 
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1. INTRODUÇÃO 

Os métodos alternativos ao uso de animais têm sido adotados com o intuito de simular 

a fisiologia humana sem a necessidade de utilizar modelos animais, levando em consideração 

a maior eficiência em termos de tempo de execução dos experimentos e a redução de custos 

(Doke; Dhawale, 2015). Além disso, estudos recentes indicam que, em alguns casos, 

voluntários humanos desenvolveram lesões após a administração de compostos previamente 

considerados seguros em testes com animais, evidenciando limitações deste modelo na previsão 

da toxicidade de fármacos (Van Norman, 2020). Diante da subjetividade inerente aos resultados 

obtidos em animais, a pesquisa tem buscado alternativas experimentais mais vantajosas 

economicamente, alinhadas ao princípio dos 3 R’s (reduction, replacement and refinamento) 

traduzido para o português como “redução, substituição e refinamento” e tendo como objetivo 

diminuir progressivamente o uso de animais em estudos científicos (Huang et al., 2021). 

Esses fatores permitem que tais estudos sejam mais atraentes para a pesquisa brasileira, 

principalmente pelo país estar imerso no grande ramo do agronegócio, tendo a produção de 

frangos no Brasil ocupando o primeiro lugar na exportação de carne e o segundo lugar em 

produção, facilitando o desenvolvimento de pesquisas utilizando ovos desses animais. Para 

alcançar estes resultados, este setor permanece em constante evolução com uso de tecnologias 

para garantir um bom desenvolvimento dos animais, e dessa forma, para que que a eclosão dos 

pintinhos seja possível, os ovos permanecem na incubadora por um período de 21 dias (Groff 

et al., 2017).  

Essas incubadoras, que têm como função gerar calor e umidade estável e constante, 

permitindo assim o desenvolvimento embrionário e, posteriormente, seu nascimento (Herr et 

al., 2019). Além do ovo das aves ser um veículo para reprodução, ele também é utilizado como 

fonte de alimentação para consumo humano. Ele apresenta tamanho e forma diferentes entre as 

diversas espécies de aves. No entanto, todas possuem as mesmas três partes: gema, albumina e 

casca, e estas partes são separadas por membranas (Jacob; Miles; Mather, 2000).  

Dada a crescente introdução de produtos químicos no mercado, e os potenciais impactos 

ambientais e de saúde, houve a necessidade de desenvolver métodos confiáveis para avaliar sua 

toxicidade. Assim, o teste da membrana corioalantóica em ovo de galinha (Hen's Egg Test on 

Chorioallantoic Membrane - HET-CAM) surgiu como uma alternativa eficaz, rápida e 

econômica. Esse teste é sensível o suficiente para identificar a toxicidade de compostos, além 

de fornecer informações sobre embriotoxicidade, efeitos teratogênicos e efeitos metabólicos e 

imunopatológicos (Luepke; Kemper, 1986; Vargas et al., 2007). Sua precisão em detectar produtos 
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não irritantes faz dele uma excelente alternativa ao uso de coelhos no teste de Draize (De Araujo 

Lowndes Viera et al., 2022). 

O ensaio HET-CAM tem sido amplamente utilizado em diferentes áreas, incluindo o 

desenvolvimento de cosméticos, como shampoos e cremes para cuidados com a pele, além de 

aplicações na indústria farmacêutica, onde é utilizado para avaliar atividades anti-inflamatórias, 

antiangiogênicas, antitumorais e efeitos teratogênicos de novos fármacos (Derouiche; 

Abdennour, 2017; Krenn; Paper, 2009; Mussagy et al., 2023; Özturk et al., 2020; Victorelli et 

al., 2020). 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. Estudos alternativos ao uso de animais  

Com o intuito de proteger tanto a saúde humana quanto a ambiental, a determinação da 

toxicidade de substâncias químicas e produtos finalizados se torna um desafio para as agências 

reguladoras bem como para a comunidade científica, resultando em impactos econômicos e 

éticos. Com isso, há extrema necessidade por métodos confiáveis que avaliem a toxicidade para 

identificar, acessar e interpretar as características nocivas destas substâncias. Os testes 

preditivos para avaliação de toxicidade das substâncias químicas utilizam majoritariamente a 

experimentação animal como ferramenta principal, e gradativamente tem sido substituída por 

metodologias sem a necessidade de modelos animais, modelos estes que são satisfatórios para 

os padrões regulatórios e são aceitáveis, além de financeiramente acessíveis para a sociedade 

(Bonneau et al., 2022; Fischer; Milton; Wallace, 2020).  

 

2.2. Uso de embriões de aves em experimentos 

 O embrião das aves auxilia pesquisadores para uma melhor compreensão de questões 

referentes ao desenvolvimento e biologia celular há mais de dois mil anos. Em 350 Antes de 

Cristo (A.C.) Aristóteles já descrevia o desenvolvimento embrionário que ocorria dentro do ovo 

da galinha, mas não houve muitos registros sobre o tópico até o século XIII, quando Albertus 

Magnus identificou o coração do embrião no terceiro dia de incubação (FIGURA 1), e a partir 

disso mapeou todos os órgãos constituintes até o décimo dia de desenvolvimento embrionário. 

Apenas no século XVII, o pai da embriologia, Marcello Malpighi, diagramou pela primeira vez 

a morfogênese microscópica do embrião da galinha, abordando em conjunto uma extensa 

caracterização de seu sistema cardiovascular (Asai; Bressan; Mikawa, 2021; Vergara; Canto-

Soler, 2012; Wolpert, 2004). 
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FIGURA 1- Montagem Total de embrião de galinha com 72h de desenvolvimento, as 

modificações do coração primitivo.  

 

Fonte: (FAMEMA, 2024). 

Técnicas de incubação artificial de ovos de galinha datam dos tempos da 18ª dinastia no 

Egito (1400 A.C) e antes disso, possivelmente na China antiga. Com as considerações de Plínio, 

Diodorus e cartas assinadas pelo imperador Adriano, é possível encontrar registros dessas 

técnicas na literatura romana, onde os ovos eram colocados em grandes fornos e posicionados 

em pontos mais frios ou quentes da estrutura com intuito de regular a temperatura para permitir 

o desenvolvimento das aves (FIGURA 2). Contudo, a incubação artificial de ovos foi esquecida 

durante a idade média e só voltou a ganhar destaque no século XVIII (Corti & Vogelaar, 2012.; 

Mason, 1999).  
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FIGURA 2. Incubadora de ovos egípcios. 

 

             Fonte: (Corti; Vogelaar, 2012). 

 

O Gallus gallus é considerado um dos modelos animais que têm mais êxito em replicar 

o desenvolvimento e fisiologia de mamíferos, tendo vantagens significativas para pesquisa 

devido ao seu rápido desenvolvimento e à fácil acessibilidade para observação e manejo de seus 

embriões (Wang & White, 2021; Yamagata, 2022). É possível notar a similaridade nos estágios 

entre os embriões de aves e os embriões das demais espécies animais (FIGURA 3), de modo 

que as etapas de desenvolvimento de gastrulação e neurulação permitem o desenvolvimento de 

estruturas como a presença de mesoderme e endoderme, notocorda, coração ventral, sistema 

nervoso dorsal e cauda pós-anal. Essas etapas admitem estudos comparativos entre espécies e 

a utilização destes embriões em pesquisas científicas (Scott F. Gilbert et al., 2019; Silva et al., 

2021; Voiculescu, 2020). 
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                 FIGURA 3 - Semelhanças entre embriões e seus estágios evolutivos. 

 

                               Fonte: (SÓ BIOLOGIA, 2024). 

A comparação entre embriões de aves e humanos pode ser realizada até o surgimento 

de estruturas embrionárias específicas do segundo mês gestacional intrauterino, que tem o início 

da clivagem 24 horas após a reprodução, enquanto nas aves esse processo ocorre apenas 3 horas 

após a fecundação. Os ovos fecundados começam a desenvolver estruturas como cérebro, olhos, 

somitos e componentes do sistema vascular em um período de 72 horas, em paralelo com o 

desenvolvimento humano, onde essas etapas correspondem à terceira e quarta semana. As 

espécies começam a se diferenciar com suas especificidades a partir do quarto dia de incubação 

dos ovos, que equivale ao segundo mês da gestação do ser humano (Silva et al., 2021; “The 

Developing Human: Clinically Oriented Embryology, 9e - 1st Edition | Elsevier Shop”) 

Após a fecundação do ovo, o oviduto da galinha começa o processo de divisão celular, 

conhecido como clivagem. Nesse processo, o blastodisco é visível a olho nu. Após a postura do 

ovo, o epiblasto e o hipoblasto formam um disco bilaminar do embrião. Esses discos 

posteriormente irão desenvolver o assoalho da cavidade amniótica e o teto da cavidade 

exocelômica, bem como o embrião e as estruturas extra-embrionárias, como âmnio, cório, 

alantoide e saco vitelínico, iniciando assim a fase de gastrulação (Gadelha et al., 2021a; Gilbert, 

2001; Scott F. Gilbert, 2019; Yamamoto et al., 2018). 
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2.3. Estruturas extra-embrionárias 

 Embora o ovo de galinha recém-postado (FIGURA 4) contenha a maioria dos recursos 

necessários para o desenvolvimento embrionário, a ausência de oxigênio e calor adequados 

pode comprometer esse processo. Dessa forma, poros microscópicos na casca do ovo permitem 

que o O₂ se disperse do ambiente para dentro do ovo e o calor e CO₂ produzidos pelo embrião 

dispersem para fora. A ave adulta desempenha o papel fundamental de fornecer calor para o 

ovo, além de controlar o microclima do ambiente, mas em objetivos voltados para a indústria e 

pesquisa, as aves são substituídas por incubadoras (Mueller; Burgreen; Tazawa, 2015).  

 Com estruturas multifuncionais, a casca do ovo possui características defensivas que 

garantiram o sucesso evolutivo das aves ao longo dos anos. De um modo, a casca deve ser fina 

o suficiente para que o fluxo de gases seja possível para efetuar a troca gasosa, mas ela também 

não pode ser fina o suficiente para admitir a entrada de patógenos ou de ter o risco de quebra e 

lesões. Ainda, ela não deve ser forte o suficiente, visto que dessa forma o pintinho não estará 

apto para quebrá-la quando alcançar seu total desenvolvimento. Portanto, a espessura da casca 

e o número, forma e tamanho dos poros definem o período de incubação do ovo (Maina, 2017).  

 Além de proteção física, a casca do ovo também atua com fornecimento de cálcio para 

o embrião para mineralização óssea. Ela possui mais de 900 matrizes proteicas de que são 

responsáveis pela mineralização e regulação de microestruturas, além de proteínas e peptídeos 

antimicrobianos que contribuem para a proteção do ovo. Algumas dessas proteínas são 

consideradas determinantes cruciais da textura da casca e suas propriedades mecânicas, porque 

durante o desenvolvimento embrionário a solubilização da casca ocorre com o objetivo de 

liberar cálcio para o embrião e, dessa forma, alguns antimicrobianos são liberados dentro do 

ovo para reforçar suas defesas e protegê-lo contra patógenos externos que ultrapassaram a casca 

fragilizada (D’Alba; Shawkey, 2015; Moreau et al., 2022).  

 A primeira membrana que se forma é a do saco vitelino, que é inicialmente avascular, 

mas ao longo do desenvolvimento do embrião ela se torna o primeiro local de vasculogênese 

(Burton; Tullett, 1985; Mossman, 1987). A formação do sistema vascular do saco vitelino e sua 

conexão para a circulação embrionária são cruciais para o desenvolvimento e sobrevivência do 

embrião porque ela é um órgão multifuncional extraembrionário que é responsável pela 

absorção de nutrientes, de modo que ela nutre o embrião a partir da absorção da gema e junto 

com a membrana corioalantóide, atuando nas trocas gasosas (Le Noble et al., 2004; Mortola, 

2009; Starck, 2021). Os nutrientes da gema podem ser transferidos diretamente para o intestino 

do embrião pelo pendúculo vitelínico ou através da membrana do saco vitelino que é altamente 

vascularizada (Van Der Wagt et al., 2020).  
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A principal função do saco vitelínico é manter as reservas nutricionais do pintinho; ele 

consiste em aproximadamente 32% de lipídios, 17% de proteínas, 1% de carboidratos e 50% 

de água. Este anexo permite o desenvolvimento de vasos e o início da hematopoiese e 

multiplicação de células tronco. O epitélio de absorção e a rede de capilares farão parte de toda 

a gema na primeira semana de crescimento embrionário (Kadam et al., 2013). 

 Dentre esses nutrientes, o embrião também recebe anticorpos maternos como o IgY que 

estão presentes na gema do ovo. Isso ocorre porque na primeira semana depois que os ovos 

foram incubados, os embriões não estão desenvolvidos o suficiente para produzir linfócitos B. 

A transferência de imunoglobulina materna desempenha um papel fundamental na conferência 

de imunidade passiva aos neonatos. No caso das espécies aviárias, a imunoglobulina Y (IgY) 

presente no sangue materno é transportada para os pintos recém-nascidos em duas etapas: 1) a 

IgY é transportada da circulação materna para a gema dos ovócitos em maturação, 2) a IgY 

depositada na gema é transportada para a circulação do embrião através da membrana do saco 

vitelino (Okamoto et al., 2024; Ulmer-Franco et al., 2012). 

 O âmnio, um saco membranoso que contém o líquido amniótico, protege o embrião de 

danos mecânicos e agentes microbianos (Monteiro, 2017). Uma característica funcionalmente 

importante da membrana amniótica é sua contratilidade miogênica que move o embrião em 

suas fases iniciais e evita que ele fique aderido em materiais extraembrionários quando está em 

crescimento (Starck; Stewart; Blackburn, 2021). 

 San et al. (2005) destacaram que o líquido amniótico é vital para o desenvolvimento dos 

sistemas musculoesqueléticos, gastrintestinais e respiratórios dos fetos de aves enquanto 

Hincke et al. (2019) pontuaram que a membrana amniótica é a última barreira física antes de 

atingir o embrião durante a incubação do ovo aviário. A plasticidade dessa membrana é 

fundamental para apoiar a entrada de água no início do desenvolvimento e no albúmem durante 

a segunda metade da incubação, período em que há reabsorção direta ou indireta do fluido 

proveniente do âmnio pelo embrião para que ele tenha um metabolismo mais rápido durante 

seu desenvolvimento.  

 Conforme discutido por (Monteiro, 2017), o alantoide é uma membrana 

extraembrionária derivada da endoderme, cuja formação é descrita de maneira mais específica 

por Vanderley e Santana (2019) como originada a partir do divertículo da parede ventral do 

intestino posterior. Inicialmente, o alantoide assume a forma de um saco e, posteriormente, 

expande-se entre as paredes do âmnio, envolvendo tanto a cavidade amniótica quanto o saco 

vitelínico. 
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O alantoide desempenha diversas funções no ovo, atuando no armazenamento de 

excreções do embrião, fazendo com que o ácido úrico e outras excreções renais sejam 

direcionadas para a região da cloaca através do ducto alantoide (Vanderley; Santana, 2019). Ele 

também atua na função respiratória quando se desenvolve o suficiente para entrar em contato 

com a casca do ovo e realizar as trocas gasosas e hematopoiese, além transportar cálcio da casca 

para o embrião auxiliando na formação óssea do mesmo (Epple; Gill; Nibbio, 1992; Jaffredo; 

Yvernogeau, 2014; Monteiro, 2017).  

O cório, localizado logo abaixo da casca, é uma membrana extraembrionária que se une 

ao alantoide para executar a função de respiração. Ele isola o embrião e interage seletivamente 

com o ambiente, permitindo que certas substâncias, como nutrientes e/ou oxigênio entrem em 

contato com o feto. Ele se desenvolve abaixo das membranas da casca e permite a difusão de 

oxigênio além de proteger o embrião dos danos ambientais devido à sua espessura e resistência 

mecânica (Scottá et al., 2015). 

De acordo com Vanderley e Santana (2019), a membrana do cório é fortemente 

conectada às membranas da casca, o que permite a mobilização de minerais da casca para a 

construção do esqueleto. Ao longo da incubação do ovo, esta membrana interage com o 

alantoide para formar a membrana corioalantóide. Ribatti et al. (2010, 2012, 2017, 2021) 

descobriu que em frangos, o aumento rápido da vesícula alantóica, que ocorre no quarto ao 

décimo dia de incubação, promove a fusão entre o cório e o alantoide para formar a membrana 

corioalantóide (Ribatti, Domenico, 2010, 2012, 2017, 2021). 
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     FIGURA 4 - Os anexos embrionários de aves no início de seu desenvolvimento.

 

Fonte: (Gadelha et al., 2021).  

 

2.4. Teste da membrana corioalantóica (HET-CAM) 

Dentre esses modelos, o teste da membrana corioalantóica em ovo de galinha (HET-

CAM) é um método alternativo ao uso de animais válido que é utilizado para definir o potencial 

de irritação de substâncias químicas. Este é o teste mais utilizado para avaliar a irritação ocular 

de produtos cosméticos, porque é o único método que consegue simular a fisiologia do olho 

humano (FIGURA 5) com o auxílio de métodos semi-quantitativos com o objetivo de definir 

o potencial de irritação de um composto químico na membrana corioalantóica por meio da 

observação dessas estruturas após a aplicação da substância química (De Araujo Lowndes Viera 

et al., 2022a; Rivero et al., 2021) 

 

FIGURA 5 - (A) Fundo do olho humano saudável; (B) Embrião de galinha no início do 

desenvolvimento. 

 

Fonte: (ARTMED360, 2024; CASA DAS CIÊNCIAS, 2013). 
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Considerada uma simples e altamente vascularizada membrana extraembrionária, a 

CAM (FIGURA 6) é responsável por inúmeras funções durante o desenvolvimento 

embrionário, sendo uma delas as trocas gasosas (Nowak-Sliwinska; Segura; Iruela-Arispe, 

2014). Por ser um modelo de pesquisa de custo baixo e resultados rápidos, ela é utilizada na 

triagem de diversas amostras farmacológicas em um curto período, além de não haver 

necessidade de aprovação em comitês éticos para experimentação animal (Ribatti, Domenico, 

2017). 

FIGURA 6 - Membrana corioalantóica em início de desenvolvimento.  

Fonte: (Ribatti, Domenico, 2010). 

 

O método HET-CAM foi primeiramente descrito por Luepke (1985), onde foi definido 

como um teste de toxicidade rápido, de baixo custo que fornecia informações sobre 

embriotoxicidade, teratogenicidade, efeitos imunopatológicos e sistêmicos, mas também surge 

como forma de avaliar o potencial de irritação de substâncias químicas na membrana mucosa 

do ovo. Ele foi destacado como um modelo intermediário entre os sistemas in vitro e in vivo, 

além de não ter conflitos éticos e legais, principalmente envolvendo leis de proteções animais. 

Luepke também aponta que ovos de galinha da raça Leghorn foram amplamente utilizados em 

estudos experimentais por conta de sua qualidade, alta reprodutibilidade e pela raça ser 

conhecida como livre de defeitos hereditários (Luepke, 1985; Luepke; Kemper, 1986). 

O ensaio da CAM é um substituto ao teste de Draize, que consiste na aplicação de 

compostos na pele e olhos de coelhos para avaliar irritação de potenciais medicamentos e 

produtos cosméticos (Vinardell; Mitjans, 2006). No entanto, além das considerações éticas por 

conta do bem estar animal, o ensaio também não apresenta resultados satisfatórios para o meio 
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científico e, portanto, diversos laboratórios iniciaram uma busca por métodos alternativos mais 

humanizados e com resultados mais encorajadores (Sharpe, 1985). O uso da CAM para tais 

estudos é de grande interesse científico devido ao fato de o embrião ser considerado um animal 

apenas após 80% de seu desenvolvimento, com 17 dias de vida, e por conta disso não há 

necessidade de obter uma aprovação por Comitês de Ética para experimentação em animais 

(Ribatti, Domenico, 2017). Ademais, a eutanásia dos embriões pode ser realizada por 

prolongação estendida ao CO2 (mais que 20 minutos), resfriamento (4°C por 4 horas) ou 

congelamento (Leary; Johnson, 2020; Winter et al., 2020).  

O protocolo original de Luepke (1985) utiliza ovos que são submetidos à 

ovoluminescência (FIGURA 7) com o objetivo de descartar os que apresentam algum tipo de 

defeito. Ovos que pesam menos de 50 gramas e mais de 60 gramas também devem ser 

descartados. Atualmente, com as inovações na criação de aves e produções de ovos, o controle 

de qualidade é majoritariamente realizado pela sua iluminação (ovoscopia) que permite a 

avaliação de clara, gema, câmara de ar e possíveis anormalidades (Luepke, 1985; Stadelman; 

Cotterill, 1995). Depois dessa triagem, os ovos são colocados em bandejas dentro de 

incubadoras com a base voltada para cima e automaticamente rotacionados com uma 

temperatura média de 37.5 °C. A partir do quinto dia de incubação os ovos passam novamente 

pela ovoluminescência, com o descarte de embriões não viáveis. No décimo dia de incubação 

a casca do ovo é raspada ao redor da câmara de ar por uma serra de dentista e após remoção da 

casca e das membranas internas com muito cuidado, há exposição da CAM. A substância 

avaliada é aplicada na membrana corioalantóica, dissolvida ou suspensa em um volume de 0,2 

ml, mas em casos de materiais sólidos, 0,1 gramas são colocados na CAM e irrigado com 5 ml 

de água morna após 20 segundos. Neste ensaio são utilizados 4 ovos por grupo e 2 ovos para 

os controles.  

Ao longo do tempo, diversos estudos com HET-CAM foram realizados, tendo algumas 

modificações do protocolo inicial como os fenômenos avaliados, procedimentos de coleta de 

dados e as formas de análises dos resultados (Hayashi et al., 2012; ICCVAM Test Method 

Evaluation Report, 2006; ICCVAM Test Method Evaluation Report, 2010; Luepke, 1985; 

Luepke & Kemper, 1986; Spielmann, 1995; Spielmann et al., 1991). 

O ensaio em HET-CAM teve êxito ao testar diversas formas farmacêuticas voltadas para 

uso oftálmico, como emulsões e microemulsões, niossomas, géis líquidos e películas de 

gelificação in situ. Mesmo que atualmente não haja testes com capacidade de substituir os 

ensaios in vivo, o HET-CAM, além de não apresentar conflitos éticos e possuir baixo custo, 

apresenta metodologias simples e consegue simular uma irritação conjuntival em humanos 
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(Silva et al., 2021). Recentemente, em 20 de março de 2024, o Conselho Nacional de Controle 

de Experimentação Animal (CONCEA) lançou uma nota informativa CONCEA Nº 01/2024 do 

Ministério da Ciência, Tecnologia e Inovação aborda o uso de embriões, fetos e formas larvais 

em atividades de ensino e pesquisa científica. A nota determina que projetos que utilizem 

animais em diferentes estágios de desenvolvimento sejam submetidos às Comissões de Ética 

no Uso de Animais (CEUAs), considerando fatores como estágio de desenvolvimento, 

capacidade de alimentação independente, percepção de dor e invasividade dos procedimentos. 

Há um foco especial em projetos que envolvam senciência em estágios iniciais. O CEUA local 

da Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Araraquara (FCFAr) avaliou a Nota Informativa 

CONCEA Nº 01/2024 e determinou que, conforme a normativa, a necessidade de avaliação de 

determinados projetos pode ser definida pelo próprio comitê. No caso do ensaio HET-CAM, 

ficou estabelecido que os embriões serão eutanasiados antes de atingir 50% de seu 

desenvolvimento, conforme as diretrizes do CONCEA. Assim, esses experimentos não 

requerem submissão ao CEUA local, uma vez que estão em conformidade com as normas, 

otimizando o processo de pesquisa sem comprometer a ética.  

 

FIGURA 7 - Ovoluminescência para identificar se ovo está fecundado 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

2.5. Processo de Angiogênese  

A angiogênese, definida como o crescimento de novos vasos sanguíneos a partir de 

vasos pré-existentes, ocorre ao longo de toda a vida, desde a formação no útero até o 

envelhecimento (Akbarian; Bertassoni; Tayebi, 2022; TH; JP, 2010). Esse processo é crucial 

para o desenvolvimento de vertebrados, pois desempenha um papel essencial na fisiologia 

humana, participando da reprodução, desenvolvimento fetal, cicatrização de ferimentos e 
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regeneração de tecidos (Chung & Ferrara, 2011; Yoo & Kwon, 2013). Entretanto, um 

desequilíbrio na angiogênese está diretamente ligado à patogênese de várias doenças, incluindo 

câncer, psoríase, artrite, obesidade, asma e esclerose. O crescimento anormal de vasos 

sanguíneos também está associado a condições como isquemia cerebral e cardíaca, 

neurodegeneração, hipertensão, osteoporose, dificuldades respiratórias, endometriose, 

cardiomiopatia pós-parto e síndrome da hiperestimulação ovariana (Griffioen; Dudley, 2022; 

Tahergorabi; Khazaei, 2012). 

A angiogênese é regulada por fatores inibidores e estimulantes, com destaque para o 

fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e seus receptores, que controlam a proliferação 

e migração de células endoteliais para formar novos vasos (Karamysheva, 2008). O VEGF é 

composto por cinco ligantes (VEGF-A, -B, -C, -D e o fator de crescimento da placenta, PIGF) 

que se conectam aos receptores de tirosina quinase (VEGFRs) para iniciar o processo 

angiogênico (Melincovici et al., 2018). Entre os receptores VEGFR 1 e 2, o VEGFR 2 

desempenha um papel mais intenso na promoção da angiogênese, com maior atividade das 

tirosinas quinases, enquanto o VEGF-A se liga tanto ao VEGFR 1 quanto ao VEGFR 2, e o 

VEGF-B e o PlGF se ligam apenas ao VEGFR 1(Lecouter et al., 2003; Uemura et al., 2021). 

Além de seu papel na promoção do crescimento de vasos tumorais, o VEGF atua como 

imunossupressor. Ele pode inibir a função das células T, aumentar o recrutamento de células T 

reguladoras (Tregs) e células supressoras derivadas de mieloides (MDSCs), além de dificultar 

a diferenciação e ativação de células dendríticas (DCs) (Yang; Yan; Liu, 2018). Esse 

conhecimento é essencial para o desenvolvimento de novos fármacos capazes de modular a 

angiogênese, sendo necessárias avaliações pré-clínicas apropriadas para entender melhor os 

mecanismos envolvidos (Duffy; Bouchier-Hayes; Harmey, 2013; Ghalehbandi et al., 2023). O 

ensaio CAM permite avaliar a angiogênese em diferentes contextos, como tecidos normais, 

inflamados e tumorais, identificando efeitos pró-angiogênicos e anti-angiogênicos (Ribatti et 

al., 1996). 

A angiogênese também está envolvida em doenças crônicas inflamatórias, como artrite 

reumatoide e psoríase, além de participar do desenvolvimento de cânceres (J R Jackson et al., 

1997; Lee; Hong; Kim, 2021). O método HET-CAM é amplamente utilizado na triagem de 

potenciais fármacos anti-inflamatórios, auxiliando na avaliação de efeitos antiangiogênicos e 

anti-inflamatórios por meio de sistemas semi-quantitativos de pontuação (Özturk et al., 2020). 

Além das preocupações éticas, a substituição de animais em ensaios se deve à necessidade 

de testar um grande número de substâncias, como aditivos alimentares e materiais de 

embalagens. Embora a cultura celular 2D e a modelagem in silico tenham sido usadas para 
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suprir essa demanda, esses sistemas não conseguem refletir completamente as atividades 

metabólicas, fazendo com que métodos alternativos desempenhem um papel intermediário 

entre ensaios celulares e pré-clínicos (Sandner et al., 2022). 

 

2.6. Chalcona  

A chalcona (1,3-difenil-2-propen-1-ona) é uma cetona aromática que forma o núcleo 

central de diversos compostos biológicos significativos. Elas são os precursores de flavonoides 

e isoflavonóides, compostos conhecidos por serem fartos em inúmeras plantas e devido às suas 

largas atividades biológicas que tem chamado atenção para potenciais clínicos contra doenças 

e atividades antitumorais (Ouyang et al., 2021; Rammohan et al., 2020). Dentre os abundantes 

mecanismos de ação desta molécula, foram documentados: indução de apoptose, autofagia e 

outros tipos de mortes celulares; alterações em ciclos celulares e modulação de sinalizações de 

diversos caminhos associados à morte e vida celular (Michalkova et al., 2021).  

As chalconas também têm sido muito descritas na literatura por conta de suas atividades 

antibacterianas, antifúngicas, anti-inflamatórias e anticâncer, e dessa forma, uma avaliação 

melhor detalhada das atividades desta molécula e seus derivados, bem como mecanismos 

moleculares e atividades farmacológicas devem ser realizadas (Dhaliwal et al., 2022). Seus 

derivados são considerados valiosos graças à sua porção cetoetilênica CO-CH=CH- e pela 

presença de um grupo carbonil α,β- insaturado que possuei um grande espectro de propriedades 

farmacológicas antiproliferativas, antifúngicas, antibacterianas, antivirais, antileishmania e 

antimalarial (Elknazi et al., 2022). 

Com a procura de novas moléculas protótipo, houve a necessidade de investir no 

desenvolvimento de novos fármacos que tivessem uma maior eficácia e menores efeitos 

adversos (Rebello, 2005). A chalcona, continua sendo objeto de estudo pelos pesquisadores 

atuais devido à sua química simples, facilidade para sua síntese e uma grande variedade de 

atividades biológicas muito promissoras. 

As chalconas e seus derivados podem ser sintetizados através de uma reação de 

condensação de Claisen-Schmidt em meio básico contendo hidróxido de sódio. A literatura 

aborda o emprego de três estratégias que se destacam para o efeito anticâncer das chalconas: a 

manipulação de ambos os anéis de arilo, substituindo esses anéis por heteroaril, hibridização 

molecular através de conjugações scaffolds interessantes farmacologicamente que possam 

aprimorar as atividades anticâncer; substituição dos metoxis em ambos os anéis de arilo (A e 

B, Figura 2) das chalconas, porque dependendo da posição que esses anéis se encontram pode 

haver uma influência anticâncer, além de outras atividades. Os anéis heterocíclicos tantos nos 
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anéis A e B das chalconas também podem influenciar atividade anticâncer. As chalconas 

híbridas, formuladas por chalconas ligadas quimicamente a outros scaffolds anticâncer como 

pirrol[2,1-c] [1,4] benzodiazepínicos, benzotiazóis e imidazolonas têm demonstrado ótimas 

atividades farmacológicas (Karthkeyan et al., 2014). Muitas chalconas naturais e sintéticas 

apresentaram interessante atividade anticâncer graças ao seu potencial inibitório contra vários 

alvos. incluindo ABCG2/P-gp/BCRP, aromatase, proteassoma e tubulina (Mahapatra; Bharti; 

Asati, 2015; Moreira et al., 2021).  

 

2.7. Derivados de chalcona: Lapdesf-JL22 

Entre os quimiotipos de origem natural, as chalconas destacam-se por seus amplos 

efeitos pleiotrópicos descritos na literatura (Zhuang et al., 2017). Especificamente, chalconas 

que possuem ácido borônico em sua estrutura têm sido relatadas por apresentarem atividade 

inibitória contra diferentes linhagens de câncer de mama (Achanta et al., 2006). O ácido 

borônico, caracterizado por um átomo de boro ligado a duas hidroxilas, possui a capacidade de 

formar ligações covalentes reversíveis com resíduos de treoninas e serinas, o que pode favorecer 

sua interação com o sítio ativo de proteínas-alvo (Diaz et al., 2016). Diversos fármacos 

contendo ácido borônico, como bortezomibe e ixazomibe, já foram aprovados pelo Food and 

Drug Administration para o tratamento de mieloma múltiplo. 

Nesse contexto, os derivados de chalconas que incorporam ácido borônico em sua 

estrutura apresentam um potencial significativo como inibidores de diferentes tipos de câncer, 

além de abrir caminho para a investigação detalhada de seus mecanismos de ação, ainda não 

completamente elucidados. Recentemente, o grupo de pesquisa Lapdesf (UNESP, Araraquara-

SP) desenvolveu uma série de chalconas derivadas, observando-se um efeito antitumoral 

promissor contra linhagens de carcinoma de células escamosas, como SCC 25. Os compostos 

D1, D3OH, D3POH e D3POCH3 apresentaram valores de IC50 promissores para SCC-25, 

sendo 139 μM, 53,28 μM, 105,2 μM e 33,8 μM, respectivamente (Lopes, 2024). 

No entanto, os efeitos dessa chalcona ainda não foram avaliados em modelos in ovo 

(xenográficos) ou in vivo (indução química). Assim, este projeto propõe investigar os efeitos 

dos derivados de chalcona em modelos alternativos e complementares de carcinoma de células 

escamosas, buscando ampliar o conhecimento sobre seu potencial terapêutico e mecanismos de 

ação. 
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3. OBJETIVO  

3.1 Objetivo geral  

Este trabalho visa avaliar in vitro (in ovo) a biocompatibilidade, atividade 

antiangiogênica e anti-inflamatória de novas chalconas em modelo alternativo ao uso de 

animais, o HET-CAM.  

 

3.2 Objetivos específicos 

● Avaliação de biocompatibilidade in vitro (in ovo)  

● Quantificação de vasos para avaliação de angiogênese in vitro (in ovo)  

● Avaliação do efeito anti-inflamatório in vitro (in ovo) do derivado de chalcona mais 

promissor. 
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4. METODOLOGIA 

Neste trabalho, foram avaliadas quatro chalconas (D1, D3OH, D3POH e D3POCH3), com 

as seguintes estruturas químicas (FIGURA 8): 

 

FIGURA 8 - Chalconas avaliadas no trabalho.  

 

Fonte: Próprio autor. 

 

4.1. Estudo de biocompatibilidade em CAM  

Ovos de galinha da raça Leghorn originados da granja Globoaves Agro Avícola Ltda foram 

higienizados com álcool 70% e colocados em posição horizontal em incubadoras automáticas 

Eclopinto sob temperatura controlada de 37.5 (a temperatura da incubadora tem variação de 35 

a 41 ºC) e umidade relativa entre 55% e 65% por 6 dias. Durante esse período, ovos não viáveis 

foram descartados. No quarto dia de desenvolvimento embrionário, a membrana externa foi 

descolada da casca através da câmara de ar e uma janela cirúrgica foi feita no ovo para permitir 

a visualização do embrião e seus vasos em desenvolvimento. Após o procedimento, a janela foi 

coberta com fita parafilm com o intuito de proteger o embrião de agentes externos e 

contaminação.  

No sexto dia de desenvolvimento embrionário, os ovos foram separados em 8 grupos com 

n = seis, sendo utilizados três ovos para avaliar o controle positivo NaOH 0.1 M; três ovos para 

o controle negativo NaCl 0.9%; três ovos para avaliar o grupo veículo DMSO 0.6% e três ovos 

para avaliar cada uma das cinco moléculas derivadas de chalconas: D3OH, D3COPH3, D9, D1 e 

D3OCH3. Para realizar a avaliação, uma micropipeta foi utilizada para aplicar 300 µL de cada 

composto em uma região vascularizada da CAM e seus efeitos foram observados por 300 

segundos (s) O escore de irritação registra características como lise vascular, hemorragia e 

coagulação, que foram anotadas em segundos de acordo com a fórmula (BATISTA-DUHARTE 

et al., 2016): 
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𝐸𝑠𝑐𝑜𝑟𝑒 𝑑𝑒 𝐼𝑟𝑟𝑖𝑡𝑎çã𝑜 = [(301 − 𝐻) 𝑋 
5

300
 ] + [(301 − 𝐿) 𝑋 

7

300
 ] +  [(301 − 𝐶) 𝑋 

9

300
 ] 

 

Onde:  

H: Tempo de início da hemorragia  

L: Tempo de início da lise  

C: Tempo de início da coagulação 

 

Sendo assim, os dados resultantes definidos como 0-0.9 = não irritante; 1-4.9 = levemente 

irritante; 5-8.9 = moderadamente irritante; 9-21 = fortemente irritante. A taxa de sobrevivência 

dos embriões também é avaliada por um período de 10 minutos após a aplicação das substâncias 

(Mussagy et al., 2023, Kalweit et al., 1990). Além disso, o escore semi-quantitativo do HET-

CAM também foi avaliado, onde (-) correspondendo à ausência de irritação; (+) 

correspondendo à irritação leve; (++) correspondendo à uma irritação moderada e (+++) 

correspondendo à uma irritação severa. Após a administração dos compostos, a taxa de 

sobrevivência dos embriões (embriotoxicidade) foi monitorada por 10 minutos. 

 

4.2. Estudo de atividade antiangiogênica em CAM  

Ovos de galinha fertilizados (Leghorn) foram limpos e desinfetados com uma solução 

de etanol a 70% e incubados horizontalmente a 37 °C (a temperatura da incubadora tem 

variação de 35 a 41 ºC) com 70% de umidade por três dias. No quarto dia de desenvolvimento 

embrionário, a janela cirúrgica descrita na metodologia anterior foi realizada para visualização 

do interior do ovo. As janelas dos ovos foram cobertas com fita plástica (parafilm) para evitar 

contaminação e os ovos foram incubados sob as condições descritas inicialmente. Os vasos 

sanguíneos subdesenvolvidos formados nos primeiros quatro dias de desenvolvimento crescem 

muito rapidamente devido à proliferação capilar; portanto, os compostos foram aplicados no 

quarto dia de desenvolvimento embrionário. Para uma melhor análise da atividade 

antiangiogênica na CAM, os ovos foram abertos e fotografados com um estereoscópio 48 horas 

após a aplicação dos compostos, no sexto dia de desenvolvimento embrionário, sendo avaliados 

6 grupos com n = 6. Foram testados: NaCl como controle negativo, 5-FU (0.2 mg/ml) como 

controle positivo e as moléculas derivadas de chalcona D3OH, D3COPH3, D9 e D1 com a 

aplicação de volume de 300 µL de cada amostra (Carvalho et al., 2024). 
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4.3. Estudo de atividade anti-inflamatória em CAM  

Ovos de galinha embrionados serão incubados por 72 horas (3 dias de vida) em uma 

temperatura de 36.5 °C (a temperatura da incubadora tem variação de 35 a 41 ºC) e umidade 

relativa de 80% serão posicionados em uma posição horizontal e rotacionados diversas vezes. 

Os ovos terão de 10 a 15 ml de albumina retirados para que seja realizada uma janela cirúrgica 

que será coberta com fita plástica (parafilme) e os ovos retornem para as circunstâncias de 

incubação descritas anteriormente por mais 72 horas (6 dias de vida).  

Pellets de agarose (pellet/ovo, n = 6) serão colocados nas CAMs junto com os controles 

positivos de sulfato dodecil de sódio (SDS), diclofenaco, hidrocortizona e o derivado de 

chalcona selecionado em uma concentração de 50 µg/pellet.  Após um dia (7 dias de vida), os 

ovos serão avaliados por um estereoscópio e scores de inflamação serão definidos pela inibição 

em porcentagem do granuloma ou lesão causada, sendo: ≤ 40 = Sem efeito anti-inflamatório; 

40–55 = efeito anti-inflamatório incerto; 55–70 = efeito anti-inflamatório fraco; 70–85 = efeito 

anti-inflamatório bom; > 85 = efeito anti-inflamatório forte (Burgermeister et al., 2002; 

Marchesan et al., 1998; Özturk; Kiyan, 2020). O efeito anti-inflamatório também serão 

avaliados pelo sistema de pontuação representado na TABELA 1 (Özturk et al., 2020). 

 

TABELA 1 - Sistema de pontuação semi-quantitativa do efeito anti-inflamatório em CAM. 

Fonte: (Özturk et al., 2020). 

Categoria  Tipo Efeitos observados na CAM após 

tratamento  

1 Irritado O granuloma está fortemente 

vascularizado. Uma rede em forma de 

estrela se desenvolve ao redor do 

granuloma 

2 Levemente irritado  O granuloma está levemente 

vascularizado. Uma rede fina em 

forma de estrela se desenvolve ao 

redor do granuloma 

3 Levemente normalizado O granuloma é menor que os 

definidos nas categorias 1 e 2 e 

levemente vascularizado 

4 Normalizado  Sem granulomas ou percepção de 

resquício cicatricial. A rede 

vascularizada está normal como o 

controle negativo  
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4.4. Análises estatísticas  

Previamente foram avaliadas a normalidade de todas as variáveis quantitativas possíveis 

por meio do teste de ANOVA e Tukey com o intuito de determinar a utilização ou não de testes 

paramétricos. O nível de significância de 0,05 foi adotado para todos os testes estatísticos. No 

experimento de biocompatibilidade, foram realizadas análises de sobrevida de Kaplan-Meier. 

Também foram efetuadas análises de cálculo de potência a posteriori para aquelas variáveis em 

que os testes estatísticos não encontrarem diferenças significativas. Os resultados foram 

analisados no programa estatístico GraphPad Prism® versão 8.1.0. A FIGURA 9 representa o 

plano (fluxograma) deste trabalho. 

 

FIGURA 9. Fluxograma de atividades.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Próprio autor. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1. Estudo de biocompatibilidade em CAM  

Após a aplicação do composto, a CAM, os vasos sanguíneos e albumina são examinados 

com intuito de identificar efeitos irritantes como hiperemia, hemorragia e coagulação 

(FIGURA 10), sendo avaliados 30, 150 e 300 segundos após o tratamento. Os valores que 

marcam os tempos em que esses fenômenos aconteceram são somados para obter um único 

valor que indica o potencial de irritação da substância testada com uma escala de valor máximo 

21. A hiperemia ocorre quando capilares que antes não eram perceptíveis passam a ter 

visibilidade após a adição da substância, de modo que os capilares que eram visíveis desde o 

início começam a ficar mais avermelhados. Em paralelo, a hemorragia ocorre quando há 

liberação de sangue dos vasos e capilares, podendo aparentar diversas formas, dando ênfase 

para o formato de “couve-flor”, enquanto a coagulação ou trombose ocorre quando o fluxo 

sanguíneo dos vasos é rompido e resulta em uma aparência segmentada (Delgado et al., 2023).  

FIGURA 10 - Reação irritante em região vascularizada, sendo observados pontos hemorrágicos e 

coagulação após aplicação do composto. 

Fonte: Próprio autor. 

Na utilização dos grupos controles positivos nestes ensaios, a solução de hidróxido de 

sódio (NaOH) e sódio dodecil sulfato (SDS) são consideradas fortemente irritantes, podendo 

causar hemorragia e vasoconstrição intensa com potenciais de irritação 13,5 e 14,3, 

respectivamente (Vinardell; Mitjans, 2006). O sódio lauril sulfato 1% também é considerado 
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um composto aceitável para controle positivo por indicar um irritação extrema na região 

vascularizada da CAM (Carneiro et al., 2022; Cazedey et al., 2009). 

Após a aplicação de 300 µL de NaOH 0,1 M na CAM, os resultados obtidos 

demonstraram a presença de lise vascular seguido de hemorragia severa e, posterior, coagulação 

dos vasos (FIGURA 11), definindo a solução como irritante severo para os tecidos. Em 

paralelo, após a aplicação de 300 µL de NaCl 0,9% na região vascularizada da CAM, 

características de irritação não foram observadas durante os 300 segundos de avaliação. As 

aplicações de 300 µL das moléculas D3OH, D3COPH3, D1 e D3OCH3 apresentaram resultado 

similar ao grupo controle negativo (p < 0,0001), com ausência de lise vascular, hemorragia e 

coagulação dos vasos (FIGURA 11, QUADRO 1). Apenas o grupo veículo DMSO 0,6% 

apresentou irritação moderada com lise vascular e hemorragia de pequenos vasos, entretanto, 

comparado ao grupo controle negativo, também houve significância estatística (p < 0,0001) 

(FIGURA 12). Quanto às taxas de sobrevivência dos embriões após a aplicação dos compostos, 

o grupo tratado com NaOH 0,1 M apresentou quatro embriões vivos de um total de seis, 

enquanto os grupos tratados com NaCl 0,9%, veículo DMSO 0,6% e os derivados de chalconas 

mantiveram todos os embriões vivos (FIGURA 13).  

No experimento HET-CAM, os resultados mostraram uma clara distinção entre os 

efeitos irritantes do DMSO a 0,6% e das chalconas diluídas nesse mesmo solvente. O DMSO 

sozinho demonstrou um nível considerável de irritação, o que é consistente com sua conhecida 

capacidade de aumentar a permeabilidade das membranas celulares, facilitando a penetração de 

substâncias, mas também podendo causar danos aos tecidos em concentrações mais altas. Esse 

efeito pode ser exacerbado pelo fato de que o DMSO, mesmo em concentrações moderadas 

como 0,6%, pode ser irritante para os vasos sanguíneos e tecidos delicados testados no ensaio 

HET-CAM. 

Por outro lado, as chalconas diluídas no DMSO não apresentaram o mesmo nível de 

irritação. Isso pode ser atribuído às suas propriedades bioativas, como anti-inflamatórias, 

antioxidantes e estabilizadoras de membranas. As chalconas possuem estruturas conjugadas 

que podem interagir com as células de forma a reduzir a permeabilidade ou modular a resposta 

inflamatória. Dessa forma, essas moléculas podem neutralizar ou mitigar o efeito irritante que 

o DMSO teria sozinho, promovendo uma proteção adicional aos tecidos. Além disso, as 

chalconas podem estar sequestrando espécies reativas ou modulando a interação do DMSO com 

as membranas celulares, o que contribui para a ausência de irritação observada nos testes. 
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FIGURA 11 - Imagens das reações da membrana corioalantóica (CAM) no tempo de 0 segundos (sem 

reação) e o tempo de 300 segundos. 

Fonte: Próprio autor. 

 

FIGURA 12 - Resultados do ensaio de biocompatibilidade in vitro (in 

ovo) em HET-CAM e análise estatística. 
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FIGURA 13 - Percentual de sobrevida durante o experimento no tempo de 10 minutos.  
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Fonte: Próprio autor. 

 

QUADRO 1 - HET-CAM Escore. (-) Sem reação, ausência de hemorragia,lise 

vascular e coagulação durante 300 segundos; (+) Reação moderada, 

hemorragia, lise vascular e coagulação discreta durante 300 segundos; (++) 

Reação moderada, hemorragia, lise vascular e coagulação moderada durante 

300 segundos; (+++) Reação severa, hemorragia, lise vascular e coagulação 

severa durante 300 segundos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Próprio autor. 
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5.2. Estudo de atividade antiangiogênica em CAM 

A CAM é uma membrana extraembrionária que funciona como um órgão de troca 

gasosa entre o embrião e o ambiente. Ela possui muitos vasos sanguíneos com uma densa rede 

capilar e, como está situada sobre o embrião em desenvolvimento, é facilmente acessível para 

intervenções experimentais. O ensaio CAM tem sido tradicionalmente utilizado para testar 

respostas pró e antiangiogênicas a medicamentos, além de estudar muitos aspectos da 

angiogênese tumoral. Os derivados de chalcona possuem atividade antiangiogênica devido à 

sua alta afinidade de ligação ao VEGF. Esse fator proteico solúvel é o principal regulador da 

angiogênese fisiológica e patológica, especialmente aquela associada ao microambiente 

tumoral (Lemes et al., 2018; Pilatova et al., 2010). 

Para avaliar a atividade antiangiogênica dos derivados de chalcona, o processo de 

desenvolvimento de novos vasos foi observado através do modelo HET-CAM. Para o 

desenvolvimento do estudo, uma análise morfológica foi realizada primeiramente após 48 horas 

da aplicação da amostra. Imagens de microscopia estereoscópica in ovo foram obtidas após a 

incubação com as diferentes amostras de D3OH, D3COPH3, D9, D1, 5-FU e NaCl 0.9%. 

Através da análise qualitativa das imagens (FIGURA 14), foi possível observar que os 

tratamentos com os derivados de chalcona D3OH, D3POCH3, D1 e D3OCH3 e 5-FU 

mostraram uma redução no número de vasos quando comparados ao grupo de controle (NaCl 

0.9%), tendo o composto D1 o maior potencial antiangiogênico, apresentando a metade do 

número de vasos que contém no grupo controle negativo. 

 

5.3.  Comparação entre NaCl (controle negativo) e os compostos 

Quando o controle negativo é comparado com os outros compostos é possível perceber 

alguns pontos que os diferenciam de forma que o grupo tratado com NaCl apresentou uma 

média de 70,67 vasos sanguíneos, enquanto o grupo tratado com D3OH teve 40,00 vasos. A 

diferença de 30,67 vasos foi altamente significativa (p < 0.0001), sugerindo que o composto 

D3OH tem uma forte atividade antiangiogênica em relação ao controle negativo. Em contraste 

com o primeiro composto testado, O NaCl apresentou 70,67 vasos, enquanto o D3POCH3 

inibiu o número de vasos para 55,00, resultando em uma diferença de 15,67 vasos. Essa 

diferença foi significativa (p = 0,0032), indicando que o D3POCH3 também tem atividade 

antiangiogênica, embora sua eficácia seja inferior a outros compostos. 

O composto D1 apresentou uma grande diferença quando comparado com o NaCl, com 

uma diferença de 34,83 vasos, altamente significativa (p < 0,0001). O composto D1 demonstrou 

forte atividade antiangiogênica (35,83 vasos) em relação ao controle negativo (70,67 vasos). E 
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possuindo uma atividade antiangiogênica similar ao grupo D1, O NaCl apresentou 70,67 vasos, 

enquanto o composto D3POH teve uma média de 47,50 vasos. A diferença de 23,17 vasos foi 

altamente significativa (p < 0,0001), o que mostra que o D3POH possui boa atividade 

antiangiogênica comparada ao controle negativo.  

Quando os controles negativo e positivo são comparados, nota-se que houve uma 

diferença de 33,17 vasos (p < 0,0001) entre o NaCl (70,67 vasos) e o 5-FU (37,50 vasos). Como 

esperado, o controle positivo demonstrou alta eficácia antiangiogênica em comparação com o 

controle negativo (FIGURA 15).  

 

5.4. Comparação entre 5-FU (controle positivo) e os compostos 

O 5-FU realizou a inibição da angiogênese para 37,50 vasos, enquanto o D3OH teve 

uma média de 40,00 vasos. A diferença de 2,50 vasos entre os grupos não foi estatisticamente 

significativa (p = 0.9849), sugerindo que D3OH possui uma atividade antiangiogênica 

semelhante à do controle positivo 5-FU. O composto D3POCH3 teve uma atividade de inibição 

para 55,00 vasos, com uma diferença de 17,50 vasos do controle positivo (37,50 vasos). Essa 

diferença foi significativa (p = 0,0009), indicando que D3POCH3 tem uma eficácia 

antiangiogênica menor em relação ao controle positivo 5-FU.  

O D1 reduziu o número de vasos para 35,83. A diferença de 1,67 vasos não foi significativa (p 

= 0,9977), sugerindo que D1 possui uma eficácia antiangiogênica muito semelhante ao 5-FU, 

enquanto o D3POH apresentou 47,50 vasos, com uma diferença de 10,00 vasos. Embora o 

D3POH tenha apresentado um número maior de vasos em comparação ao 5-FU, essa diferença 

não foi estatisticamente significativa (p = 0,1180), o que indica que ambos os compostos têm 

eficácia semelhante. 

 Dessa forma, todos os compostos (D3OH, D1, D3POH, e D3POCH3) demonstraram 

atividade antiangiogênica significativa em comparação ao controle negativo (NaCl). Em 

comparação com o controle positivo (5-FU), D3OH, D1, e D3POH mostraram atividade 

semelhante, com diferenças não significativas em termos de inibição de vasos sanguíneos. O 

composto D3POCH3 foi o único a apresentar uma eficácia antiangiogênica inferior ao controle 

positivo 5-FU, mostrando uma diferença significativa, o que sugere que sua atividade é menor 

do que a dos outros compostos testados. Esses resultados indicam que D3OH, D1, e D3POH 

são candidatos promissores para estudos futuros, com atividades antiangiogênicas comparáveis 

ao controle positivo 5-FU (FIGURA 15). 
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FIGURA 14 - Imagens in ovo obtidas 48 horas após a aplicação do controle negativo NaCl 0.9%, 

D3OH, D3POCH3, D1, D3POH e controle positivo 5-FU. 

Fonte: Próprio autor. 
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FIGURA 15 - Análise quantitativa do número de vasos na membrana corioalantóica do embrião de 

galinha após 48 horas de tratamento. 
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5.5. Relação Estrutura-Atividade dos compostos 

A modificação estrutural de compostos bioativos é uma estratégia promissora para 

aprimorar sua interação com alvos biológicos específicos. A análise detalhada das relações 

estrutura-atividade desses compostos é essencial para entender como pequenas mudanças na 

arquitetura molecular podem impactar sua eficácia e seletividade. Essa abordagem é 

fundamental para o design racional de novas moléculas, viabilizando o desenvolvimento de 

candidatos terapêuticos mais eficazes e direcionados, capazes de atender a necessidades clínicas 

ainda não supridas. 
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O composto D3OH possui um grupo ácido borônico (-B(OH)₂) ligado a um anel 

aromático em uma posição para em relação ao grupo carbonílico. Em termos de atividade, 

demonstrou uma capacidade antiangiogênica semelhante ao 5-fluorouracil (5-FU), com uma 

diferença de apenas 2,5 vasos, que não foi estatisticamente significativa (p = 0,9849). 

Estruturalmente, a posição para do ácido borônico em relação ao grupo carbonílico favorece 

interações intermoleculares, como ligações de hidrogênio, potencializando a afinidade do 

composto com alvos biológicos envolvidos na angiogênese. Esse arranjo espacial pode 

justificar sua eficácia inibitória, comparável ao 5-FU, em termos de redução do número de 

vasos. 

O composto D1 também apresenta um grupo ácido borônico ligado a um anel aromático, 

mas possui uma estrutura menos funcionalizada quando comparado aos demais compostos. 

Apesar dessa simplicidade estrutural, o D1 exibiu uma atividade antiangiogênica semelhante 

ao 5-FU, com uma diferença de apenas 1,67 vasos, igualmente não estatisticamente 

significativa (p = 0,9977). Essa simplicidade pode ser vantajosa, uma vez que a ausência de 

grupos volumosos proporciona maior flexibilidade molecular, favorecendo a interação com 

proteínas envolvidas no processo angiogênico. Assim, o D1 demonstra que mesmo compostos 

estruturalmente mais simples podem apresentar uma forte atividade inibitória, semelhante ao 

controle positivo. 

O composto D3POH apresenta o grupo ácido borônico em uma posição meta em relação 

ao grupo carbonílico, diferenciando-se do D3OH, que possui a posição para. A atividade do 

D3POH também foi similar à do 5-FU, com uma diferença de 10 vasos, que não foi 

estatisticamente significativa (p = 0,1180). A mudança na posição do ácido borônico pode 

impactar a orientação e as interações do composto com alvos biológicos, como proteínas ou 

receptores angiogênicos. Apesar de sua atividade ser ligeiramente menor em relação ao D3OH, 

o D3POH manteve uma forte capacidade inibitória, indicando que características como a 

formação de ligações de hidrogênio continuam sendo relevantes, mesmo com alterações no 

arranjo espacial. 

Por fim, o composto D3POCH3 se destaca por apresentar um grupo metoxila (-OCH₃) 

no anel aromático em vez de uma hidroxila, além do grupo ácido borônico. Esse foi o único 

composto que exibiu uma atividade significativamente inferior ao 5-FU, com uma diferença de 

17,5 vasos (p = 0,0009), embora ainda tenha sido superior ao controle negativo NaCl. A 

substituição da hidroxila pelo grupo metoxila é provavelmente a principal razão para essa 

menor eficácia. O grupo metoxila, sendo menos polar, reduz a capacidade de formar ligações 

de hidrogênio com proteínas relacionadas à angiogênese. Além disso, aumenta a lipofilicidade 
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da molécula, o que pode impactar negativamente sua solubilidade e biodisponibilidade, 

contribuindo para a redução da eficácia observada. 

Esses resultados destacam a importância da posição e da natureza dos substituintes nos 

compostos com grupos ácidos borônicos para otimizar sua atividade antiangiogênica, com 

implicações relevantes para o planejamento de novos inibidores. 

 

5.6. Estudo da atividade anti-inflamatória em CAM 

Com base na análise qualitativa das imagens capturadas, os compostos testados 

exibiram respostas distintas no modelo in ovo (FIGURA 16). O SDS e o D3OH induziram 

sinais evidentes de inflamação, caracterizados pelo aumento da vascularização e pela presença 

de vasos inflamados ou congestionados. Em contrapartida, a dexametasona e o composto D1 

demonstraram efeitos anti-inflamatórios, com redução visível na densidade e congestão 

vascular, indicando uma modulação eficaz da resposta inflamatória. 

Apesar dessas observações qualitativas, a ausência de um delineamento experimental 

mais rigoroso limitou a padronização dos resultados, dificultando uma análise precisa e 

comparativa. Na literatura, destaca-se a importância de métodos padronizados no uso do 

modelo in ovo, considerando parâmetros como a concentração dos compostos, o tempo de 

exposição e critérios objetivos de avaliação para reduzir variabilidades nos resultados. A falta 

de padronização pode introduzir inconsistências, tornando os dados menos reprodutíveis e 

comprometendo sua interpretação. 

Os sinais inflamatórios observados no SDS, um conhecido agente irritante, estão 

alinhados com seu uso como padrão positivo para indução de inflamação no modelo CAM, 

conforme relatado na literatura. Para o D3OH, os efeitos inflamatórios podem estar 

relacionados a características estruturais específicas que favorecem interações com 

biomoléculas da membrana CAM, mas mais estudos são necessários para confirmar essa 

hipótese. 

Por outro lado, os efeitos anti-inflamatórios da dexametasona, um anti-inflamatório bem 

estabelecido, e do D1 destacam a eficácia desses compostos na inibição da resposta 

inflamatória. A redução visível na vascularização observada no D1 sugere que ele possui um 

perfil promissor, que merece investigação adicional para compreender melhor seu mecanismo 

de ação e confirmar seu potencial anti-inflamatório. 

Esses resultados qualitativos ressaltam a necessidade de maior rigor experimental, com 

análises quantitativas detalhadas e replicações consistentes, para validar e aprofundar as 
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observações realizadas no modelo in ovo. Isso permitirá explorar de forma mais robusta o 

potencial dos compostos testados. 

 

FIGURA 16 - Resultados do ensaio anti-inflamatório em CAM. 

 

Fonte: Próprio autor. 
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6. CONCLUSÃO 

O ensaio de biocompatibilidade in vitro (in ovo) em HET-CAM demonstrou que os 

derivados de chalconas D3OH, D3COPH3, D3COH e D1 são seguros, e não apresentam 

toxicidade aguda com ausência total de lise vascular, hemorragia e coagulação durante 300 

segundos. O ensaio antiangioênico mostrou que os D3OH e D1 foram capazes de inibir a 

formação de vasos similar ao controle 5-FU. Assim, os derivados D3OH e D1 foram 

selecionados para o ensaio de atividade anti-inflamatória em modelo in vitro (in ovo) de HET-

CAM. 

 

7. PERSPECTIVAS  

 Será realizada a padronização e posterior avaliação anti-inflamatória dos derivados de 

chalcona D3OH e D9 em modelo in vitro (in ovo) de HET-CAM. 
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 Os seguintes trabalhos foram publicados durante o período de mestrado (2023 – 2024) 

em colaboração com diferentes grupos de pesquisa. 

 

ANEXO A. Is the carotenoid production from Phaffia rhodozyma yeast genuinely 

sustainable? A comprehensive analysis of biocompatibility, environmental assessment, 

and techno-economic constraints. 
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ANEXO B. Chitosan surface modification modulates the mucoadhesive, permeation and anti-

angiogenic properties of gellan gum/bevacizumab nanoparticles. 
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ANEXO C. Characterization and in vitro cytotoxicity of piperine-loaded nanoemulsion in breast cancer 

cells. 
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ANEXO D.  Characterization and in vitro cytotoxicity of piperine-loaded nanoemulsion in breast cancer 

cells. 
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ANEXO E. Eco-sustainable biorefinery to the management of winery waste by integrating sequential 

ready-to-use pigments and bioenergy through advanced multi-step kinetic slow pyrolysis. 
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