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RESUMO

A mucopolissacaridose tipo | (MPS I) € uma doenca herdada de forma autossémica
recessiva causada pela deficiéncia da enzima a-L-iduronidase (IDUA), levando ao
acimulo intracelular de heparan e de dermatan sulfato em diversos tecidos. Este
estudo teve por objetivo avaliar as potencialidades de nanoemulsdes catidnicas
peguiladas como um sistema de transferéncia génica para o plasmideo pIDUA em um
modelo murino de MPS |. Formulacdes constituidas de um nucleo oleoso de
triglicerideos de cadeia média estabilizado pelo lipideo catidbnico DOTAP e pelos
fosfolipideos DOPE e DPSPE-PEG foram preparadas pelo procedimento de
homogeneizacgdo a alta pressdao. O pIDUA foi associado as nanoemulsfes por adsor¢do
ou encapsulamento de complexos pré-formados pIDUA-DOTAP na fase interna das
nanoemulsdes. A complexacdo do pIDUA com as nanoestruturas e a sua protecdo
frente a degradacdo pela enzima DNAse | foi demonstrada através de estudos de
retencdo em gel de agarose para ambos os modos de complexacdo. A presenca do
fosfolipideo DSPE-PEG nas formulagdes teve um papel crucial na manutencdo do
didmetro dos nanocomplexos na presenca de proteinas do soro. Uma maior
estabilidade do complexo obtido por encapsulamento foi detectada, uma vez que nao
foi verificada a liberacdo do pIDUA a partir destes complexos mesmo apos 48 horas
de incubacédo em soro. Uma organizacdo lamelar foi identificada para as nanoemulsoes
por difracéo de raios X de energia dispersiva. A associagdo do pIDUA as formulagdes
por adsorcdo ou encapsulamento conduz a estruturas menos organizadas. Complexos
obtidos na relagdo de cargas +4/- foram administrados intravenosamente em
camundongos nocaute MPS I. Foi demonstrado um aumento da atividade de IDUA
(ensaio de fluorescéncia) e da expressdo (RT-qPCR) em diferentes orgaos, em especial
no figado e nos pulmd@es, em comparacdo aos camundongos ndo tratados. A dose e 0
tempo parecem influenciar a transfeccdo nos diferentes 6rgdos avaliados. Ndo foram
detectadas evidéncias de efeito deletério nos cortes histologicos dos tecidos dos
principais orgdos apds administracdo intravenosa dos complexos. O conjunto de
resultados demonstra o potencial das nanoemulsdes cationicas contendo DSPE-PEG

como um sistema de transferéncia génica para MPS I.






ABSTRACT

Mucopolysaccharidosis type I (MPS 1) is an autosomal disease caused by a-L-
iduronidase (IDUA) deficiency, leading to intracellular accumulation of dermatan and
heparan sulfate in different tissues. This study aimed at evaluating the application of
PEGylated cationic nanoemulsions complexed with pIDUA as a gene transfer system
in a MPS | murine model. Formulations composed of an oil core of medium chain
triglycerides stabilized by the cationic lipid DOTAP, and the phospholipids DOPE and
DSPE-PEG were prepared by high pressure homogenization procedure. pIDUA was
associated to nanoemulsions by adsorption or encapsulation of preformed pIDUA-
DOTAP complexes into the inner phase of nanoemulsions. The complexation of
pIDUA with nanostructures and its protection against DNAse | degradation was
demonstrated by the retention of complexes in agarose gel assay for both complexation
procedures. The presence of the phospholipid DSPE-PEG plays a crucial role to
maintain the narrow size of nanocomplexes in the presence of serum proteins. A
higher stability of the complex obtained by encapsulation was detected once it was not
detected the release of pIDUA from complexes even after 48 hours of incubation in
serum. A lamellar organization was identified for nanoemulsions by energy dispersion
X ray. The pIDUA association by adsorption or by encapsulation led to a less
organized structures. Complexes obtained at +4/- charge ratio were administered
intravenously in MPS | knockout mice. An increase in IDUA activity (fluorescence
assay) and expression (RT-gPCR) was detected in different organs, especially in lungs
and liver, in comparison with non-treated mice. Dose and time seem to influence the
transfection in the evaluated organs. No evidence of deleterious effect was detected in
histological analysis of main organ tissues after intravenous administration of such
complexes. The overall results show the potential of the cationic nanoemulsions

containing DSPE-PEG as a gene transfer system to MPS 1.
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As mucopolissacaridoses (MPS) sdo um grupo de doencas hereditarias causadas
pela deficiéncia de enzimas lisossdmicas necessarias a degradacdo de
glicosaminoglicanos (GAGSs). O acumulo lisossdmico de GAGs resulta em disfungdes
nas células, tecidos e 6rgdos (MARTINS, et al., 2009; NEUFELD e MUENZER,
2001). Dependendo da deficiéncia enzimética, o metabolismo de dermatan, heparan e
queratan sulfato, de condroitina ou do é&cido hialurdnico pode ser bloqueado
isoladamente ou em combinacdo. H& onze deficiéncias enzimaticas conhecidas que
levam as sete distintas MPS. Este grupo de doencas apresenta um amplo espectro de
severidade clinica, inclusive para uma mesma deficiéncia enzimética (GIUGLIANI,
2012).

Os GAGs sdao componentes da matriz extracelular com excecdo do &cido
hialurénico, covalentemente ligados a uma matriz protéica especifica, formando um
grupo diverso de macromoléculas denominadas proteoglicanos. Esta estrutura confere
elasticidade aos tecidos e capacita-os a manter sua conformacao caracteristica. Existe
um continuo turn-over celular de proteoglicanos, porém pouco se sabe sobre a
regulacdo deste processo, mas o sistema lisossémico € claramente um integrante da
homeostase da matriz extracelular (WINCHESTER, 1996). O acimulo dos GAGS nos
tecidos causa diretamente algumas das manifestacdes clinicas das MPS, tais como face
grosseira, visceromegalia e espessamento cutdneo. Outras manifestacdes clinicas,
como deficiéncia mental e o retardo do crescimento, sdo resultados de alteracdo da
funcdo celular que o acimulo de GAGs provoca. Por fim, os GAGs podem interferir
diretamente na estrutura de substdncias como o colageno, levando a sintomas de
contratura articular (MARTINS et al., 2009).

A mucopolissacaridose tipo I (MPS 1) é considerada o prot6tipo da doenca de
depdsito lisossémica progressiva multisisttmica. E uma doenca herdada de forma
autossdmica recessiva causada pela deficiéncia da enzima o-L-iduronidase (IDUA; EC
3.2.1.76). A IDUA é uma proteina de 653 aminoacidos, possuindo um tamanho inicial
de 73 KDa, a qual é processada a uma forma madura de 69 KDa. Esta enzima € uma

glicosidade, cuja funcéo é a hidrdlise de residuos acidos a-L-idurdnicos dos GAGs
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heparan e dermatan sulfato, sendo que estes se acumulam intracelularmente na sua
deficiéncia (MARTINS et al., 2009).

As manifestacBes clinicas sdo heterogéneas sendo reconhecidas trés formas
principais: MPS IH ou Sindrome de Hurler (forma grave), MPS IH/S ou Sindrome de
Hurler-Scheie (forma intermediaria) e MPS IS ou Sindrome de Scheie (forma
atenuada). A expectativa de vida é limitada a infancia na forma MPS IH e a
adolescéncia na forma intermediaria, na forma mais leve a expectativa de vida do
paciente pode ser normal (MARTINS et al., 2009; NEUFELD e MUENZER, 2001).

Uma das abordagens terapéuticas para o tratamento da MPS | € o transplante de
células-tronco hematopoiéticas (TCTH). Este procedimento tem sido empregado como
um tratamento para a sindrome de Hurler (HOBBS et al., 1981). A expectativa de vida
dos pacientes é aumentada e muitas das anormalidades sistémicas melhoraram apos o
transplante (EISENGART et al., 2013; HUGH-JONES et al., 1989). Quanto a funcéo
neurologica, estudos indicam que as alteracdes presentes pre-transplante parecem ser
irreversiveis e a deterioracdo mental torna-se apenas mais lenta (SHAPIRO et al.,
2012). Em relacédo as desordens musculo-esqueléticas na sindrome de Hurler, o TCTH
ndo parece alterar a histéria natural da doenca, sugerindo dificuldade de acesso da
enzima a esses orgdos (WEISSTEIN et al., 2004). Além disso, TCTH apresenta alta
morbidade e mortalidade associadas, além da necessidade do encontrar um doador
compativel (BONFIM et al., 2007).

A terapia de reposicdo enzimatica (TRE) tem sido mais recentemente utilizada
com sucesso, a qual consiste na administracdo direta da enzima no paciente. Esta
terapia foi recomendada inicialmente para pacientes com Sindrome de Hurler-Scheie e
Scheie, apesar de ja existirem estudos promissores mostrando melhoras clinicas em
pacientes com a forma grave da doenca (GIUGILANI et al., 2009; WRAITH et al.,
2007). Apesar da TRE ser a terapéutica atual mais segura, essa abordagem possui uma
série de limitacGes, incluindo o fato da enzima administrada ndo chegar a 6rgédos de

dificil acesso, como cerebro, ossos e cartilagem (PASTORES et al., 2007). Ainda, o0
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fato da administracdo da enzima ser realizada semanalmente e o elevado custo dessa

terapia justifica a busca de novas estratégias para o tratamento da MPS |I.

Assim, até o0 momento, ndo ha um tratamento eficaz e curativo para todas as
manifestacdes clinicas da doenca, limitando-se a medidas gerais de suporte. Tal fato
tem impulsionado a busca por novas alternativas para o tratamento da doenca, como a
terapia génica. A terapia génica consiste na insercdo de um gene funcional para
corrigir uma disfuncéo celular ou para prover novas fun¢des as mesmas (COTRIM e
BAUM, 2008). A aplicacédo da terapia génica para as doencas lisossdmicas de deposito
tem sido considerada como uma estratégia promissora, uma vez que estas sdo causadas
por deficiéncias em genes Unicos e uma atividade enzimatica 10-20% dos niveis
normais tem eficécia clinica (BECK, 2010). Os primeiros estudos relativos a terapia
génica para MPS | ja foram escritos na literatura (CAMASSOLA et al, 2005; CHUNG
etal., 2007; JANSON et al., 2014; METCALF et al., 2010; VISIGALLI et al., 2010).

Contudo, apesar dos resultados obtidos, a reduzida penetracdo intracelular dos
acidos nucléicos limita a eficiéncia de transfeccdo. O elevado peso molecular e o
carater polianidnico limitam o seu transporte intracelular em decorréncia da repulsédo
eletrostatica com as membranas celulares. Apés a penetracdo, a mobilidade dos acidos
nucléicos é restrita devido a diversos fatores, como a presenca de agregados
moleculares, obstaculos citoplasmaticos imdveis e a associagdo dos mesmos com
proteinas citosélicas (LECHARDEUR et al., 2005; WAGNER et al., 2004). Além
disso, a instabilidade dos acidos nucléicos em fluidos biologicos devido a rapida
degradacdo frente ao ataque enzimético limita o uso destas moléculas in vivo
(CAMPBELL et al., 2001; LECHARDEUR et al., 2005).

A fim de contornar essas limitacdes, a insercdo do gene de interesse
intracelularmente ocorre geralmente através do uso de vetores, sendo que estes podem
ser de natureza viral ou ndo viral (NARDI et al., 2002; NATHWANI et al., 2004). Os
vetores virais tém sido empregados para atingir expressdao génica eficiente, porém
problemas relacionados a seguranca no seu uso, bem como a resposta imune gerada,
tém limitado seu uso (BARCIA et al., 2007; COTRIM e BAUM, 2008; DEISHMANN
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et al., 2007). Assim sendo, vetores ndo virais tém se tornado uma op¢ao promissora,
justamente pelo fato de serem mais seguros, estaveis, faceis de produzir e simples de
manipular (LIU e YU, 2010; FRAGA et al., 2011; KOWN et al., 2008).

Dentre os vetores ndo virais, correntemente descritos na literatura, encontram-se
os lipossomas (KARMALI e CHAUDHURI, 2007), as nanoparticulas lipidicas
(PEDERSEN et al., 2006) e as nanoemulsdes (NAM et al., 2009). Lipossomas
catibnicos podem ser definidos como dispersdes aquosas de uma mistura binaria de um
fosfolipideo e de um lipideo catibnico organizadas na forma de bicamadas
concéntricas, enquanto nanoparticulas lipidicas sélidas e nanoemulsdes séao
constituidas por um nucleo lipidico sélido ou liquido estabilizado pela presenca de
tensoativos. Independente da nanoestrutura formada, os sistemas lipidicos contém um
lipideo catibnico (geralmente aminas primarias e quaternarias) que formam um par

ibnico (complexo) com os grupamentos fosfato dos acidos nucléicos.

Diversos fatores podem influenciar as propriedades fisico-quimicas das
nanoestruturas lipidicas, incluindo a composicdo qualitativa e quantitativa, a técnica de
preparacdo e a relacdo de cargas entre 0s grupamentos carregados positivamente e
negativamente dos lipideos catiénicos e acidos nucléicos. A literatura descreve estudos
visando a otimizacdo dos complexos, especialmente em relacdo ao didmetro medio e
carga de superficie (KARMALI e CHAUDHURI, 2007; NAM et al.,, 2009;
TEIXEIRA et al., 2001). Diversos estudos tém demonstrado um aumento da eficiéncia
de transfeccdo utilizando-se esses complexos (CHANG et al., 2004; CHOI et al., 2004;
MIN et al., 2005; TU e KIM, 2010).

Recentemente, demonstramos o efeito de diferentes fosfolipideos sobre as
propriedades de complexos formados entre nanoemulsdes e um plasmideo modelo, o
pTracerTM-CMVZ (FRAGA et al., 2008a; 2008b; 2011). Os resultados demonstraram o
efeito da relacdo de cargas sobre a complexacéo e a protecdo do pDNA complexado
frente a degradacdo da DNase I. A composicdo das formulacBes influenciou a
toxicidade e a eficiéncia de transfeccédo frente a células Hep G2 in vitro. A toxicidade

dos complexos formados foi relacionada com a presenca do lipideo catibnico
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estearilamina e com a temperatura de transicdo de fases dos fosfolipideos empregados.
Foi possivel demonstrar uma maior eficiéncia de transfecdo das nanoemulsdes

catidnicas em células Hep G2, através do uso da técnica de PCR em tempo real.

Contudo, as aplicacdes in vivo de complexos catiénicos apresentam limitacfes
relacionadas a sua estabilidade na presenca de proteinas plasmaticas e uma limitada
biodistribuicdo, influenciada pela réapida captura dos complexos pelo sistema
fagocitario mononuclear. A fim de contornar esses inconvenientes, estudos recentes
tém demonstrado o efeito da adicdo de fosfolipideos ligados a polimeros hidrofilicos,
como o polietilenoglicol, sobre a estabilidade e aumento do tempo de circulagdo dos
complexos formados (AMBEGIA et al., 2005; MORILLE et al., 2008). Tais achados
tém sido relacionados com um aumento da eficiéncia de transfeccdo em diferentes
6rgdos apds administracdo intravenosa (AMBEGIA et al., 2005; HU et al., 2010).

Apesar dos avancos, pelo menos no que se refere ao uso de carreadores
catiénicos para contornar a baixa penetracdo intracelular e degradacdo enzimatica dos
acidos nucléicos, a busca por novas estratégias para a sua administracdo intravenosa
permanece como um grande desafio. O presente estudo investigou o efeito da adicéo
de um fosfolipideo ligado ao polietileno glicol (DSPE-PEG) em nanoemulsGes
catibnicas e do modo de incorporacdo do plasmideo pIDUA (por adsorcdo ou
encapsulamento de complexos pré-formados) sobre propriedades fisico-quimicas,
organizacao estrutural e eficiéncia de transfeccdo em um modelo murino de MPS I. A
figura abaixo apresenta as duas estratégias de associacdo do plasmideo pIDUA as

nanoemulsdes: adsorcdo (A) ou encapsulamento de complexos pré-formados (B).

o
Lipideo cationico pDNA Complexo
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OBJETIVOS







OBJETIVO GERAL

Desenvolvimento de nanoemulsées cationicas peguiladas contendo o plasmideo
pIDUA incorporado por adsor¢do ou encapsulamento como sistema de transferéncia

génica para o0 modelo murino de MPS 1.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Preparar, caracterizar as propriedades fisico-quimicas, a liberacdo e a
organizacdo estrutural de nanoemulsbes catiénicas contendo o fosfolipideo

DSPE-PEG antes e ap6s a adsorcdo ou encapsulamento do plasmideo pIDUA.

— Awvaliar in vitro a eficiéncia de transfecgdo dos sistemas desenvolvidos em

fibroblastos de paciente MPS 1.

— Investigar in vivo através de diferentes procolos de dose e tempo a eficiéncia de
transfeccdo dos sistemas desenvolvidos em modelo animal murino para MPS |,

apoOs administracdo por via intravenosa e intraportal.

— Avaliar a possivel toxicidade dos complexos nos principais o6rgdos através de

analise histoldgica.
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DISCUSSAO GERAL







A Mucopolissacaridose tipo | € uma doenca autossémica recessiva de depdsito
lisossomal causada por mutacbes no gene da o-L-iduronidase. A deficiéncia desta
enzima causa o acumulo de seus substratos, os glicosaminoglicanos (GAGS) heparan e
dermatan sulfato (MARTINS et al., 2009). A incidéncia de MPSI no Brasil ndo é
conhecida, entretanto, uma analise de dados de pacientes com MPS I, coletados pela
Sociedade de Mucopolissacaridose, no Reino Unido, encontrou uma prevaléncia de
1,07 para cada 100.000 nascimentos (MARTINS et al., 2009; MOORE et al., 2008).

Os tratamentos disponiveis para a MPS | sdo o transplante de células-tronco
hematopoiéticas (TCTH) e a terapia de reposicdo enzimatica (TRE), ambos com
efeitos limitados devido a diferentes fatores. O TCTH apresenta alta morbidade e
mortalidade associadas, além de que ha necessidade de se encontrar um doador
compativel (BONFIM et al., 2007). A TRE ndo € capaz de corrigir os sintomas
neuroldgicos, porque a enzima é administrada em nivel sistémico e esta ndo € capaz de
atravessar a barreira hematoencefalica (PASTORES et al., 2007). Estes obstaculos
incentivam a pesquisa de novos tratamentos para MPS |, como a terapia génica
(CHUNG et al., 2007; TRAAS et al., 2007).

Na terapia génica a insercdo do gene de interesse ocorre através da utilizacdo de
vetores, sendo que estes podem ser virais ou ndo-virais. Os vetores virais Sao
extremamente eficientes quanto a transferéncia génica, mas oferecem menor seguranca
devido a possibilidade de ocorrer mutacdes insercionais, principalmente no caso dos
retrovirus (COTRIM e BAUM, 2008; DEISHMANN et al., 2007). Os vetores nao-
virais sdo considerados mais seguros, pois geralmente ndo had sua integracdo no
genoma da célula, além se serem mais estaveis e faceis de produzir (KOWN et al.,
2008; LIU e YU, 2010). Entre esses, encontram-se os lipossomas (KARMALI e
CHAUDHURI, 2007), as nanoparticulas lipidicas sélidas (BONDI e CRAPARO,
2010) e as nanoemulsdes (NAM et al., 2009). Tais sistemas contém pelo menos um
composto catidnico (lipideo, tensoativo ou aminoécido) na sua formulagdo que permite
a associacdo dos acidos nucléicos com a nanoestrutura atraves de interacOes

eletrostaticas com os grupamentos fosfato.
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Recentemente, em nosso grupo de pesquisa, descrevemos a complexacao de um
gene reporter (GFP) com nanoemuls@es catibnicas tipo O/A (FRAGA et al, 2008;
2011). Estes complexos demonstraram proteger o acido nucléico frente a digestdo pela
DNAse I, reduzida toxicidade e uma significativa eficiéncia de transfeccdo em células
Hep G2. Estes resultados interessantes nos levaram a investigar, no presente estudo, o
potencial de tais sistemas como sistemas de liberacao para o plasmideo pIDUA em um

modelo murino de mucopolissacaridose tipo I.

Partindo-se de uma formulacdo descrita em nossos estudos anteriores (TCM,
DOPE e DOTAP), na primeira etapa deste estudo, investigamos a viabilidade de
incorporacdo de fosfolipideos ligados a polimeros hidrofilicos a essas formulacdes. O
uso de DSPE-PEG tem sido relacionado com um aumento do tempo de circulacdo de
sistemas nanoestruturados decorrente de uma reducdo da cinética de adsorcdo de
proteinas e captura pelo sistema fagocitico mononuclear (HU et al., 2010; KIM et al.,
2003). Os resultados demonstraram uma reducéo do potencial- das nanoemulsdes, em
comparacdo com as formulagdes controle, sugerindo a localizacéo deste na interface
6leo/agua (capitulo I1). A associagdo do pIDUA conduz a um aumento do didmetro das
goticulas e uma inversdo do potencial-C. A carga de superficie negativa, mesmo em
relacdo de cargas positivas (+4/- e +2/-), o que foi relacionado com a presenca do
DSPE-PEG ancorado na interface e com o elevado peso molecular do pIDUA (12,8
Kb), embora frequentemente uma relacdo de cargas tedrica positiva leva a formacéo de
complexos carregados positivamente (FRAGA et al., 2011; KWON et al., 2008).

A adicdo do fosfolipideo DSPE-PEG nas formulacGes influenciou de maneira
marcante a estabilidade das nanoemulsdes e complexos formados com o pIDUA na
presenca de proteinas do soro (capitulo Ill). Os experimentos realizados em
comparagdo com formulagdes obtidas sem esse fosfolipideo demonstraram valores de
IP proximos a 1 e tamanhos de goticulas micrométricos. Tais resultados foram
relacionados com a protecéo estérica conferida pelas cadeias de PEG, que evitam desta
maneira a agregacdo das goticulas e assim a desestabilizacdo dos complexos (HU et
al., 2010; KIM et al., 2003).
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Independentemente da composicdo, a formacéo de complexos do pIDUA com
nanoemulsbes catidnicas foi evidenciada, uma vez que o plasmideo livre ndo foi
visualizado no ensaio de retencdo de gel de agarose, a medida que aumentou-se a
concentracdo da nanoemulsdo. A partir da relacdo de cargas +2/- as bandas do
plasmideo ficaram completamente retidas no ponto de aplicacdo. Interacdes
eletrostaticas entre 0s grupamentos carregados positivamente dos lipideos catinicos e
os grupamentos fosfato dos acidos nucléicos carregados negativamente tém sido
consideradas como a forcga principal na complexacédo de polinucleotideos na interface
O/A das nanoemulstes (TEIXEIRA et al., 2001a, b; TRIMAILLE et al., 2003;
HAGIGIT et al., 2008). Essas interagGes foram suficientes para evitar a degradacdo do
pIDUA pela enzima DNAse |, uma vez que foram detectadas bandas caracteristicas de
pIDUA intacto ap0s incubacdo dos complexos com a enzima, de acordo com achados
na literatura (BARUT et al., 2005; FRAGA et al., 2011).

Para a avaliagdo da eficiéncia de transfeccdo in vitro foi realizada a
quantificacdo do mRNA de IDUA por PCR em tempo real, em fibroblastos tratados e
ndo tratados de um paciente MPS | (capitulo I11). Um fator importante que contribui
para a transfeccdo do complexo NE/pDNA ¢ a relacdo de cargas (LIU et al., 1996).
Mesmo os complexos apresentando um potencial-C negativo, a maior eficiéncia foi
obtida para os complexos obtidos em uma relacdo de cargas teorica +4/-. Alem da
estabilidade dos complexos, devido a adicdo de DSPE-PEG, os resultados de
transfeccdo podem ser relacionados com a presenca de DOPE nas formulagdes. A
literatura descreve que o fosfolipideo DOPE desempenha um papel semelhante em
emulsbes como em lipossomas catidnicos. Alguns estudos tém sugerido que 0s
complexos nanoemulsdo catiénicay/DNA penetram nas células via endocitose, sendo
necessario o0 escape para o citosol. Neste caso, a DOPE auxiliaria o complexo a
interagir e se fundir com a membrana endossomal, resultando no aumento da
eficiéncia de transfeccdo (HARA et al., 1997b; HU et al., 2010; HUNG et al., 2005).

Este mesmo complexo que apresentou melhor eficiéncia de tansfeccdo in vitro
foi avaliado in vivo através de injecdo intravenosa na veia da cauda de camundongos

nocaute MPS 1, sendo utilizados estes camundongos ndo tratados como controles. O
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resultado foi representado em relacdo a quantidade de enzima IDUA produzida nos
diferentes 6rgdos. Foi observado aumento significativo de atividade IDUA no pulméo
e no figado, de acordo com relatos prévios da literatura em outros modelos (KANG et
al., 2009; KIM et al., 2000, 2001). A fim de melhorar a transfeccdo no figado foi
realizada uma administracdo local através da via intraportal, uma vez que foi relatado
que a administracdo por esta via possui transferéncia génica superior para o figado
quando comparada a administracdo sisttmica (HARA et al., 1997a; CHOI et al.,
2002). No entanto, contrariamente a nossa expectativa, ndo observamos uma melhora
significativa da eficiéncia de transfeccdo com pIDUA no figado, apenas uma
tendéncia. Porém este pequeno aumento pode ser clinicamente relevante ja que

corresponde a valores encontrados em pacientes com a forma atenuada da doenca.

A partir destes resultados, em uma segunda etapa, investigamos o efeito do
modo de incorporacdo do plasmideo pIDUA sobre as propriedades fisico-quimicas, a
velocidade de liberacdo, a organizacdo estrutural dos complexos, bem como sobre a
atividade e expressdao de IDUA em um modelo murino de MPS | (capitulo II1). O
pIDUA foi associado as formulagcbes por adsor¢do ou por encapsulamento a partir de
complexos pré-formados com o lipideo catidbnico DOTAP, em etapa prévia a obtencédo
das formulagcbes por homogeneizacdo a alta pressdo. Assim como na primeira etapa, a
complexacdo do pIDUA foi comprovada atraves da retencdo dos complexos em ensaio
de gel de agarose e a protecdo do pIDUA da digestdo pela enzima DNAse | também
foi evidenciada. Entretanto, as formulagdes obtidas por adsorgéo tiveram o pIDUA
rapidamente liberado corroborando com relato prévio na literatura, no qual observou-
se uma liberacdo rapida de polinucleotideos adsorvidos na interface O/A de
nanoemulsdes, especialmente na presenca de proteinas presentes no soro fetal bovino
(TEIXEIRA et al., 2001a). No entanto, quando os complexos obtidos com pIDUA
encapsulado foram diluidos nas mesmas condi¢des experimentais, ndo houve deteccao
de bandas caracteristicas de plasmideo livre mesmo apds 48 horas de incubacdo. De
fato, este resultado sugere que a internalizacdo de pIDUA (pelo menos parcialmente,
se considerarmos 0s nossos resultados de potencial zeta) pode desempenhar um papel

na liberacdo do plasmideo a partir dos complexos.
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Estudos de Raios X de energia dispersiva (EDXD) foram realizados com o
objetivo de compreender a organizacdo dos complexos obtidos por adsorgdo ou por
encapsulamento (capitulo 11l). As nanoemulsdes apresentaram uma organizagao
lamelar, 0 que também foi observado para outras formulacdes contendo lecitina de
gema de ovo/DOTAP (BRUXEL et al., 2013) ou fosfatidilcolina/colesterol/DOTAP
(CHESNOY et al., 2001). Contudo, a estrutura lamelar ndo foi mais observada para 0s
complexos obtidos por adsor¢do ou por encapsulamento do pIDUA. A presenca de
DSPE-PEG nas nanoemulsées NEP e nos complexos NEP/pIDUA, € percebida no
difratograma pelo aumento do tamanho do reticulo em cerca de 40 A, sugerindo assim
a insercdo de DSPE-PEG na organizacdo lipidica. Uma espessura de 40 A para
revestimento delipossomas por PEG2000 tem sido descrita na literatura, determinada
através de perfil de densidade eletrdnica, calculada a partir de dados de SAXS
(VARGA et al., 2012).

Apesar da organizacdo estrutural dos complexos néo ter sido detectada por esta
técnica, picos sugerindo a presenca do DNA adsorvido as nanoemulsées NE e NEP
foram observados em g = 0,119 A™* (53 A, Figura 3.7C) e q = 0,126 A™ (50 A, Figura
3.7D) de acordo com o sugerido pela literatura para complexos formados entre
lipossomas catiénicos e DNA (KOLTOVER et al., 1998; MARTIN-HERRANZ et al.,
2004). Como estes picos ndo foram observados nos complexos NE/pIDUAg e
NEP/pIDUAg, pode-se sugerir uma estrutura ainda mais desordenada nestas

formulagdes, com o DNA envolvido pelo nucleo oleoso das nanoemulsdes.

As formulacdes peguiladas foram administradas por via intravenosa em
camundongos nocaute MPS I. Os resultados demostraram o efeito do método de
incorporacdo do pIDUA nas nanoemulsdes sobre a atividade e a expressao de IDUA.
Um aumento da atividade enzimatica foi detectado especialmente nos pulmdes quando
0 pIDUA foi adsorvido enquanto que este aumento ocorreu no figado para a
formulacdo obtida por encapsulamento. Os pulmdes e o figado sdo frequentemente
descritos como 0s 6rgdos nos quais se observa a maior eficiéncia de transfeccao,

especialmente quando os sistemas de liberagdo carregados positivamente sao
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administrados sistemicamente (KANG et al., 2009; KIM et al., 2005; YOO et al.,
2004).

Um aumento da expressdo de IDUA foi observado nos pulmdes, figado e rins
dos animais MPS | tratados. Sendo que a maior expressdo génica foi observada nos
pulmdes dos animais que receberam a formulacdo obtida pela adsor¢do do pIDUA,
corroborando os achados de atividade enzimatica. Fato que pode estar relacionado com
0 conteudo em excesso de lipideo catidnico, o que poderia ocasionar a embolizacdo da
formulacdo nos pulmdes (BIVAS-BENITA et al., 2004; LI et al., 1999). E importante
mencionar que o modo de associacdo do acido nucléico pode estar relacionado com a

distribuicédo preferencial do complexo formado para um ou outro 6rgao.

Em uma ultima etapa, investigou-se o efeito da dose e do tempo de sacrificio
dos animais sobre a eficiéncia de transfeccdo (Capitulo IV). Observou-se uma
manutencdo da atividade quando uma maior dose de pIDUA foi administrada e os
animais sacrificados em um tempo mais longo apds injecdo. Entretanto, notou-se um
incremento na expressdo de IDUA em 6érgdos como pulmdo e figado. Nossos
resultados demonstram que existe efeito da dose e do tempo sobre a eficiéncia de
transfeccdo, o0 que também foi relatado por Kim et al. (2005) e Yoo et al. (2006) em
outros modelos experimentais. Além disso, mesmo com a maior dose administrada nao
foram detectados sinais de toxicidade, como inflamagdo ou necrose em 6rgdos como
pulméo, baco, figado e rim dos animais MPS | tratados. Este nosso achado difere do
encontrado na literatura, no qual Kwon et al. (2008) observaram, para uma formulacéo
similar contendo DOTAP na relacdo de cargas +4/- e com a mesma dose que
utilizamos, uma toxicidade difundida e danos na arquitetura dos érgédos. Esta diferenca

poderia ser atribuida a presenca de DSPE-PEG em nossa formulacgéo.

Assim, estudos com protocolos de injecdes repetidas (semanal ou quinzenal) e
avaliacdo da eficiéncia de transfeccdo em tempos mais longos (um a dois meses), que
permitam a avaliacdo de outros pardmetros indicativos de eficiéncia de transfeccéo,
como a dosagem de glicosaminoglicanos (GAGS) nos tecidos e na urina, representam

perspectivas interessantes para os estudos subsequentes a esta tese. Além da avaliacao,
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em paralelo, da possivel toxicidade destes complexos em diferentes orgaos, através de

painéis de parametros bioquimicos e hematoldgicos.
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CONCLUSOES







— Foram obtidas nanoemulsBes catibnicas peguiladas monodispersas com
didmetro de goticula proximo a 200 nm e potencial-£ positivo através do

procedimento de homogeneizacdo a alta pressao.

— O plasmideo pIDUA foi associado as nanoemulsdes catidnicas peguiladas por
adsorcdo ou encapsulamento de complexos pré-formados entre o pIDUA e o

lipideo catiénico na fase interna das nanoemulsdes.

— A organizagdo estrutural das nanoemulsdes catibnicas peguiladas parece
envolver arranjos em fase lamelar, estrutura ndo observada para os complexos

formados com pIDUA.

— O fosfolipideo DSPE-PEG desempenhou um papel importante na manutencéo
da estabilidade dos complexos tanto na presenca de proteinas do soro quanto

em funcdo do tempo.

— O modo de incorporacdo do pIDUA teve efeito na sua descomplexacao, sendo
observada uma répida descomplexacdo a partir dos complexos obtidos por
adsorcéo, enquanto o complexo obtido por encapsulamento persiste em tempos

longos em meio contendo proteinas do soro.

— O modo de associacdo do pIDUA teve efeito sobre o local de maior transfeccéo,
sendo nos pulmdes para os complexos nos quais o pIDUA foi adsorvido e no
figado para os complexos nos quais o pIDUA foi encapsulado a partir do

complexo pré-formado com o lipideo catidbnico DOTAP.

— A dose e o tempo sdo fatores que influenciam na eficiéncia de transfeccéo,
sendo que a maior dose administrada e um maior tempo de sacrificio ap06s
administracdo conduzem a manutengédo da atividade enzimatica e ao aumento

da expressdo do gene IDUA nos pulmdes, figado e rins dos animais MPS 1.

— Os complexos administrados na maior dose ndo apresentaram nenhum sinal de

toxicidade a partir de achados histoldgicos em diferentes 6rgaos.

— O conjunto de resultados demonstra a potencialidade das nanoemulsdes
catidnicas peguiladas como um sistema eficiente de transferéncia de genes para

o modelo murino de MPS I.
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