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1. INTRODUGAO:

Os farmacos de acidos nucleicos sdo uma classe inovadora de medicamentos que utilizam moléculas de
DNA ou RNA para a terapéutica, apesar de apresentarem baixa estabilidade e biodisponibilidade, dada a rapida
degradagao dos acidos nucleicos no sangue, e da falta de direcionamento do delivery terapéutico, que afeta a
resposta imune e promove toxicidade (Li et al., 2019). Uma estratégia para carrear farmacos nos sistemas
biolégicos séo os lipossomos, vesiculas formadas por bicamadas lipidicas bastante semelhantes as das células
humanas. Um dos exemplos de lipossomos comerciais disponiveis é a Lipofectamina 2000 (Thermo Fisher
Scientific), composto pelos lipidios
2,3-dioleyloxy-N-[2-(sperminecarboxamido)ethyl]-N,N-dimethyl-1-propanaminium (DOSPA) e
1,2-di-(octadecenoil)-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DOPE) na proporgéo 3:1 (PubChem) e amplamente utilizado

para os ensaios de transfecgéo.

O uso de embrides de galinha como modelo de estudo em diversas areas da biologia é bastante
consolidado, dada a similaridade com organismos amniotos, incluindo o homem, baixo custo, a caracterizagdo de
todo o seu desenvolvimento (Hamburger & Hamilton, 1951), rapidez dos ensaios e facilidade de acesso aos
embrides para realizagdo de experimentos. Um exemplo destes € a eletroporacgéo, técnica utilizada para a
transfecgdo de um ou mais genes, com a passagem de corrente e uma diferenga de potencial, em determinada
estrutura em desenvolvimento. A eletroporagéo, ainda que ofereca resultados bastante claros, apresenta alta
taxa de mortalidade e de malformagdes, aumentando, consequentemente, o nimero de animais utilizados para a
obtencdo de resultados estatisticamente significativos. Dessa forma, novas metodologias necessitam serem

estudadas e empregadas para viabilizar esse quadro.
2. METODOLOGIA:

2.1. Producgao do plasmideo pCMV-eGFP e sintese dos lipossomas
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Para a produgédo do plasmideo pCMV-eGFP, utilizado como vetor de expressdo para o gene Green
Fluorescent Protein (GFP) e como controle de nossos experimentos, realizou-se o protocolo de transformacgao de
bactérias competentes DH5-A com o kit Plasmid Plus Maxi-Prep (Qiagen). Os lipossomas foram preparados
através do método de hidratacdo do filme seco (Nascimento Vieira et al., 2019), no qual um filme lipidico na
parede de um tubo Falcon é formado através do processo de secagem com nitrogénio gasoso, ha adi¢cdo de
agua e agitacdo em vortex, para a formagéo das vesiculas. Apds esse procedimento, realizou-se o método de
extrusdo (Vakili-Ghartavol et al., 2020), que consiste na filtragdo da suspenséo lipossomal por varias vezes, para
molda-los de acordo com o tamanho desejado. Neste projeto, foram utilizados dois tipos de lipideos: o
1,2-dioleoil-3-trimetilamonio-propano (DOTAP) e a 1,2-di-(octadecenoil)-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DOPE),

na proporgéo molar de 1:3 (Kim et al., 2015), e filtros de 100 nm.
2.2. Manipulagéo e injecao do vetor e dos lipossomas em embrides de galinha

Foram mensuradas as taxas de transfec¢ao do vetor pCMV-eGFP com Lipofectamina
2000 25% (v/v) (Grupo Controle) e dos Lipossomos sintetizados nas concentragdes de 25% e
12,5% (v/v) (Grupos Experimentais). A concentragdo de DNA em ambos os casos foi fixada em
200 ng/uL (Takase; Takashi, 2019). Nos embrides de galinha, foram analisados os sistemas

cardiovascular, musculo-esquelético e nervoso.

Para o sistema cardiovascular, a inje¢do foi feita na veia cardinal caudal, no estadio
HH14-HH15 (Hamburger & Hamilton, 1951), com 50-55 horas de incubagao, tempo coincidente
com o fechamento do dmnio. A agulha de microinjecao foi introduzida imediatamente abaixo da
abertura remanescente do amnio, externa aos somitos (Imagem 1a). Para os sistema
musculo-esquelético e nervoso, a injecgao foi feita no celoma intra-embrionario (Imagem 2b) e no
tubo neural (Imagem 2c). Inicialmente, o projeto objetivava transfectar também os olhos

(Imagem 1d), porém, dada a complexidade, a estrutura nao foi incluida na analise.

Apos a injecao, os ovos foram vedados com fita adesiva porosa, |magem 1 - Representagio de embrdo no
para as trocas gasosas entre o embrifo e o ambiente, e devolvidos a ©stadio HH15 indicando os principais locais de
) ] o ) ) injecio: vela cardinal caudal (a), botdo do
chocadeira até o estadio HH17-HH18 (aproximadamente 3 dias), para a  membro (b), tubo neural (c) & olho d).
coleta dos embrides. O estadio HH17-HH18 foi escolhido para as analises
devido ao crescimento e proliferagcdo das células transfectadas, resultando no pico de expressao do plasmideo

pCMV-eGFP. Para visualizagdo da expressao, os ovos foram colocados na lupa, sob luz ultravioleta.
2.3. Hibridizagao in situ

Para a confirmagao dos resultados vistos macroscopicamente, foi realizada a hibridizagéo in situ. Essa
técnica consiste na sintese de uma sonda de RNA antisenso marcada com um fluoréforo, que se anela a regides
especificas em que localiza-se o gene de interesse. Neste projeto, a sonda de RNA antisenso foi sintetizada a
partir de produtos de PCR de um vetor contendo o cDNA do gene que codifica a proteina GFP. O fragmento da
PCR foi purificado (Sigma-Aldrich) e transcrito com a enzima SP6 RNA polimerase. O RNA antissenso resultante
desta etapa foi marcado com digoxigenina-11-UTP utilizando o kit RNA DIG labeling mix (Roche). A sonda foi
purificada com o kit llustra (GE Healthcare, Brasil), quantificada no Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) e diluida
(1 pg/uL) em solugéo de hibridagao NTMT (0,1M NaCl, 0,1M Tris-HCI, 0,05 MgCl, e 1% Tween 20) a 70°C.
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Os embrides inteiros (whole-mount) foram hibridizados de acordo com protocolo pré-estabelecido
(Alvares et al., 2009). O sinal foi visualizado com o substrato NBT/BCIP (Promega, EUA). Para a clarificagdo dos
embrides, foram realizados banhos com concentragbes crescentes de metanol (25, 50, 75 e 100%,v/v) e,
posteriormente, de glicerol (50 e 80%, v/v). Posteriormente, os embrides foram incluidos em blocos de gelatina,
cortados no vibratomo (Leica) na espessura de 40 um e colocados em laminas. Posteriormente, as laminas foram

fotografadas utilizando-se um estereomicroscopio (Leica).
3. RESULTADOS E DISCUSSAO:

3.1. Transfecg¢ao com Lipofectamina 2000

a0 -

Uma analise da Lipofectamina 2000 através do equipamento de

Concentration (particles / ml)

rastreamento de particulas (NTA) e software NanoSight, para

identificacdo do tamanho das particulas lipidicas, evidenciou

homogeneidade em sua composig¢ao, com lipossomas de 100 a 200 nm Size (nm)

Grafico 1). Grafico 1 - Andlise dos tamanhos das particulas
( ) da lipofectamina 2000, Dilvigdo 1000x.

Os embrides injetados com o complexo Lipofectamina 2000/pCMV-eGFP apresentaram taxa de
sobrevivéncia superior a 85% nos trés sistemas bioldgicos: O delivery do vetor pCMV-eGFP ocorreu de forma
exitosa no sistema cardiovascular (63%) (Imagem 2), especialmente na camada do miocardio (Imagem 2C), mas
nao nos brotos do membro e tubo neural. Essas regides ndo foram incluidas para as anélises de transfecgdo com
lipossomas. O numero de embrides malformados foi baixo, sendo 11% daqueles injetados no sistema
cardiovascular e 14% injetados nos botdes do membro e tubo neural. Dentre as malformagdes no sistema

cardiovascular provocadas pela manipulagio elevada, destaca-se a acentuada hipertrofia vascular, hemorragias

Tabela 1 - Parametros avaliados nos experimentos para delivery
com lipofectamina 2000 em diferentes fecidos/drg2os do embrifo de
galinha, A esquarda n, & direita %%, Someania foram contabilizados os
axpernmentas em gua nenhum fator exlerno, como viabilidade da
lipofectamina ou dos plasmideos, interferiram nos resultados.

Grafico 2 - Resumo dos resultados oblidos com a lipofectamina 2000
25% da solugo. Em vermelho para o sistema cardiovascular, amarelo
para 0% boldes am desanvolvimenta @ azul para o tubo naural.

Lipofectamina 2000 (25%)

Sistema Cardiovascular Limb Bud Tubo Neural 80
Bl Sistema Cardiovascular
Adquiridos 84 - 12 - 12 - g o 3 Botes dos membros
2 mm Tubo Neural
Injetados 54 64,29% 7 58,33% 7 58,33% E o
Sobrevivéncia 53 98,15% 6 85,71% 6 85,71% = 50
Malformagao 6 1,11% 1 14,29% 1 14,29% P -
Taxa de Delivery 34 62,96% 0 0% 0 0% Ovos . Ovos Embrides i

néo injetados de delivery

Imagem 2 - Imagens representativas dos resultados de
delivery com lipofectamina 2000 no coragdo de
embrides de galinha. A luz ultravicleta permite a
visualizagdo do gene repérter GFP. A esquerda,
imagem em campo claro (A) e a direita, escuro
(fluorescéncia; B), para comparagao. Note o coragido em
diastole (C) e, & direita (D), em sistole. Quando se
contrai, o coracao fica praticamente todo esverdeado
(D), pois as fibras internas se aproximam, criando uma
regiao de expressao densa.
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e tor¢des no eixo de formagéao do embrido (Tabela 1, Grafico 2).

Os motivos para as diferengas no delivery entre as diferentes estruturas/érgaos do embrido permanecem
por serem estabelecidos. E possivel que na fase embrionéria escolhida para a injegdo, o coragdo tenha um maior
numero de células proliferativas aptas a internalizar o DNA? Com relagdo aos membros, na fase em que foram
injetados, eles sao formados por uma “capa” de ectoderma, preenchida por células mesenquimais derivadas da
placa mesodérmica lateral. Os tecidos mesenquimais sao dificeis de serem transfectados (receber delivery de
DNA) por outras metodologias, como a eletroporagdo. No tubo neural, a auséncia de expressdo pode ser

explicada pela abertura parcial do neuréporo posterior, 0 que permitiria um extravasamento parcial de DNA.
3.2. Transfecgdo com Lipossomos

Os lipossomos sintetizados na composicao DOTAP:DOPE 1:3 foram
analisados através do equipamento NTA e software NanoSight e
apresentaram heterogeneidade em sua composigcdo (mais de uma

populagéo de particulas), com tamanhos entre 100-800 nm (Grafico 3).

Apods a injegdo, na veia cardinal, dos lipossomos nas concentragbes de

daz

: 25% e 12,5%, observou-se baixa sobrevivéncia dos embrides para ambas

i m om ow ow o w owm ow o= w oo (17% para a concentragdo de 25% e 37,5% para a concentragéo de

Size (nm)

Concentration (particles / ml)

Grifico 3 - Andlise dos tamanhos das particulas 12,5%) e alta porcentagem de malformagdes (92% e 100%,

do lipossoma preparado. Dilicho 1000x. respectivamente) (Tabela 2, Grafico 4). Nao foi observada transfecgdo no

coracao, evidenciando o baixo poder de delivery desses carreadores e sua alta toxicidade para os embrides de

galinha.

Como perspectiva do presente trabalho, sera realizado o testes de citotoxicidade in vitro de diferentes
concentracdes de lipossomos DOTAP:DOPE 1:3 (ensaio de MTT), a fim de verificar a maior concentracdo nao

citotdxica para retomar os estudos in vivo do delivery de acidos nucléicos.

Lipossomos Lipossoma 25% solugdo | Lipossoma 12,5% solugao
30 Adquiridos 24 - 12 -
Sistema Cardiovascular Injetados 12 50% 8 66,67%
20 (Lipossomos 25%) - -
Sisteria Cardiovasculsr Sobrevivéncia 2 16,67% 3 37,50%
" (possomes 12%) Malformagao 11 91,67% 8 100%
Taxa de Delivery 0 0% 0 0%

Ovos Ovos Embrides Sobrevivéncia Mortalidade Malformacao Taxa
néo il inj de delivery

Tabela 2 - Parametros avaliados nos experimentos para delivery

Grafico 4 - Resumo dos resultados obtidos com os lipossomos cam lipossomas DOTAP:DOPE 1:3 em diferantes tecidos/drgaos
sintetizados para o sistema cardiovascular. Em vermelho escuro para a do embriio de galinha. A esguerda n, & direita %. Somenie
concentracao 25% da solugao, em varmelha clam para a concentragao foram contabilizados os expernmentos em que nenhum fator
12,5% da solugdo. exferna, como viabilidade da lipofectamina ou dos plasmideos,

interferiram nos resultados.

CONCLUSOES:

A transfecgdo carreada por Lipofectamina 2000, na concentragdo de 25%, foi eficaz no sistema
cardiovascular, mas ndo nos brotos dos membros e no tubo neural. A concentragdo de 25% e 12,5% para os
lipossomos foi escolhida por ser 25% a concentragédo de Lipofectamina 2000 utilizada para a transfecgéo e que

apresentou sucesso. Entretanto, o presente estudo mostrou que lipossomos, nessas concentragdes, foram
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téxicos para os embrides de galinha. O ensaio de viabilidade/citotoxicidade celular (MTT) sera realizado in vitro
para averiguar a concentragao ideal e ndo citotoxica dos lipossomos, para que os ensaios in vivo com estes

carreadores sejam retomados.
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