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A Mucopolissacaridose tipo | (MPS I) € uma doenca genética associada
a deficiéncia de producao da enzima alfa-L-iduronidase (IDUA), o que
acarreta acumulo lisossomico de glicosaminoglicanos resultando em
complicacoes neurologicas e de mobilidade ao paciente. Tal condicao
nao tem cura e os tratamentos disponiveis possuem diversas
restricoes. Como alternativa, a terapia génica nao-viral para a MPS |

A tabela 1 apresenta os resultados relativos as propriedades fisico-quimicas
dos complexos. Como pode ser observado, as formulacdes apresentaram-se
monodisperas (ip<0,21) e diametro proximo a 250nm. A complexacao do
pIDUA inverte o potencial-{ de cerca de +14mV para -9mV.

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas de nanoemulsoes brancas e complexos pIDUA.

tem sido proposta.

Amostra Tamanho de goticula (nm) |.P. Potencial £ (mV)
Recentemente, nosso grupo descreveu resultados promissores NEP 22>.8%1.5 0-10+0.06 +14.1£1.4
utilizando nanoemulsdes catidnicas peguiladas como carreadores nao NEP/pIDUA, 263.9£20.2 0.05£0.03 -9.816.7
virais para o plasmideo pIDUA que expressa IDUA. Os complexos NEP/pIDUA, 242.5¢2.1 0.1240.04 -8.441.1

pIDUA/nanoemulsdes foram preparados por adsorcdio ou
encapsulamento e administrados na dose de 30 ug em modelo murino

de MSP |. Apds 48 horas, obteve-se aumento significativo da expressao

e da atividade da enzima IDUA em diferentes orgaos, especialmente

IDUA foi expressa em todos os orgaos avaliados (Fig. 2). Pode ser observado
nos pulmoes e figado.

um aumento significativo da expressao relativa com a dose de 60 pg e apos 7
dias de injecao, especialmente em rins e figado, utilizando os dois tipos de
formulacoes. A expressao foi maior nos pulmoes quando a dose de 60 pg foi
administrada usando complexo obtido por adsorgao (NEP/pIDUA,).

Objetivo

Avaliar o efeito da dose (30 pg ou 60 pg) e do tempo (48 h - 2 dias ou ! 1 A
168 h - 7 dias) na eficiéncia de transfeccao do pIDUA, complexado com < o3 1
nanoemulsoes cationicas peguiladas. § i
% el |

Metodologia § *
As nanoemulsdes catidnicas foram compostas de um nucleo oleoso de R I <1i",-o G A
triglicerideos de cadeia média, estabilizado por uma mistura do lipideo
cationico 1,2-dioleoil-3-trimetil amdnio propano (DOTAP), fosfolipideos o B
dioleilfosfatidiletanolamina (DOPE) e diestearilfosfatidiletanolamina- | T .
polietilenoglicol (DPSPE-PEG), sendo obtidas pelo procedimento de < 3 | :
homogeneizacao a alta pressao. As formulacdes contendo pIDUA > ]
foram obtidas por adsor¢cdao (NEP/pIDUA,) ou por encapsulamento 2 o
(NEP/pIDUA;) do plasmideo, na razdo de cargas +4/- (Fig.1). Os % T
complexos foram caracterizados em termos de tamanho meédio de % 10
goticula, indice de polidispersao (i.p.) e potencial zeta determinados g ]
por espectroscopia de correlagio de fotons e mobilidade Nl SEERINE NEE 8

Pulmio Baco Figado Rim

eletroforética.

Figura 2. Expressao relativa de IDUA por RT-qPCR em diferentes oOrgaos de
camundongos MPS I tratados com NEP/pIDUA, (A) ou NEP/pIDUA, (B)

Camundongos foram tratados com 30 ug de IDUA (barras pretas) ou 60 ug de IDUA (barras cinzas) e sacrificados
depois de 2 dias, ou tratados com 60 pug de IDUA e sacrificados ap6s 7 dias (barras brancas) da injecao intravenosa.

No ensaio in vivo, os complexos foram administrados pela veia caudal
de camundongos nocaute MPS | nas doses de 30 pg ou 60 ug de

pIDUA. O sacrificio se deu apds 48 h (2 dias) ou 168 h (7 dias), e os

orgaos figado, rins, baco e pulmodes foram removidos para avaliacao da
expressao génica, pela técnica de PCR quantitativo em tempo real, e da
dosagem enzimatica, através de ensaio fluorométrico.

A atividade IDUA demonstrou ser significativamente superior, em figado e
pulmdes, com administracao de maior dose e com um maior tempo de
transfeccao, independente da formulacao utilizada (Tabela 2).

TCM/DOPE/DOTAP Aiua/Glicérol pIDUA Tabela 2. Atividade IDUA em diferentes 6rgaos de camundongos MPS I tratados
i com NEP/pIDUA, ou NEP/pIDUA;.
1’ ’ l[ " l' Atividade IDUA (nmol/h/mg de proteina)
& | | ~ , .
Adsorcao ; y . ’ Pulmao Baco Figado Rim
cHEl ' ( \5 NEP/pIDUA, 1.36+0.13* 0.10+0.01 0.73+0.03* 0.59+0.10*
) 30ug/2-dias”
N/ A = NEP/pIDUA; 0.39+0.07 0.17+0.02* 1.10£0.03 0.59+0.02*
NEP/pIDUA, 0.28+0.03 0.14+0.01 0.48+0.06 0.24+0.03
| 60ug/2-dias .
Evaporacio do solvente P S NEP/pIDUA, 0.2740.05 0.1840.05 0.61+0.03 0.28+0.03
Formagdo de filme a Alta pressao pIDUA/Nanoemulsao NEP/pIDUA 0.41+0.04* 0.12+0.05 0.55+0.05* 0.29+0.10
(<50°C) (10.000 psi/ 10 ciclos) 60ug/7-dias A T TesE e T
NEP/pIDUA, 0.42+0.06* 0.03+0.008 0.54+0.04* 0.23+0.03
....................................................................................................................................................................................................................................................................................................................... MPS | - 0.26+0.02 0.10+0.01 0.35+0.06 0.25+0.03
& _ _ Atividade IDUA mostrada em nmol/h/mg de proteina. Resultados representam a média + erro padrao
D(f-f’_ffpﬁ.g‘}g%A TCM/DOPE/DSPE-PEG Agua/Glicerol da média. *Diferenca entre camundongos MPS I tratados e ndo tratados (Student’s T-test, p < 0.05).
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/ Nanoemulsdes catidnicas peguiladas sao promissores vetores para pIDUA na
—— / \_\; = 7 / |
terapia génica da MPS | e os fatores dose de IDUA e tempo sao importantes
Homogeneizacao Evaporagao do solvente Homogeneizagao A HPRIEA H x
e abotd Formagio de flme 3 Al presedo parametros na eficiéncia de transfec¢ao.
(<50°C) (10.000 psi/ 10 ciclos)

Figura 1. Representacao das preparacoes dos complexos de nanoemulsao/pIDUA por
adsorcao ou encapsulamento.
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