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Introducao

A Mucopolissacaridose tipo | (MPS 1) é uma doenca genética,
caracterizada pela deficiéncia da enzima alfa-L-iduronidase (IDUA), o
gue resulta no acumulo de glicosaminoglicanos nos lisossomos. Como
consequéncia diversas manifestacoes clinicas, como problemas
neuroldgicos e de mobilidade, s3o observadas nos pacientes. E uma
doenca que nao possui cura e os tratamentos disponiveis apresentam
restricobes. Como abordagem terapéutica a terapia génica nao-viral
utilizando vetores lipidicos tem sido proposta a MPS I.

Dessa forma, nosso grupo de pesquisa vem trabalhando com
nanoemulsdes catibnicas peguiladas como carreadores para o
plasmideo pIDUA, o qual expressa o gene de IDUA.

Objetivo

Avaliar a transfeccao de complexos formados por nanoemulsoes
cationicas peguiladas contendo pIDUA, pelas vias de administracao
intra-nasal e intra-articular.

Metodologia

As nanoemulsoes catidnicas foram compostas de um nucleo oleoso de
triglicerideos de cadeia média (TCM), estabilizado por uma mistura do
lipideo cationico DOTAP, e os fosfolipideos DOPE e DPSPE-PEG, sendo
obtidas pelo procedimento de homogeneizacao a alta pressao. As
formulacdoes contendo pIDUA foram obtidas por adsorcao
extemporanea do plasmideo (NE,) ou por encapsulamento (NE;), na
razao de cargas +4/- (Fig. 1).
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Figura 1. Representacio das preparacoes dos complexos de nanoemulsao/pIDUA por adsor¢iao ou
encapsulamento.
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Resultados

As propriedades fisico-quimicas das nanoemulsdes encontram-se na
tabela 1. Elas apresentaram-se monodispersas (i.p. <0,25), de
tamanho meédio na ordem de 200 nm e potencial zeta positivo.

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

Amostra Tamanho de goticula .P. Potencial C
(hm) (mV)
NE 156,79 £ 4,08 0,19+0,03 45,18 + 1,89
NE, 199,48 £ 19,41 0,25+ 0,02 37,78 £ 2,27
NE, 172,14+ 10,67 0,20+ 0,02 44,74 + 1,52
pIDUA livre NE, NE:

A complexacao do plasmideo foi
demonstrada na relacao de cargas
utilizada, uma vez que nao houve
migracao dele no gel de agarose,
como pode ser visto na figura 2.

Figura 2. Gel de eletroforese do pIDUA livre e dos complexos formados com nanoemulsoes cationicas,
por adsorc¢ao (NE,) e por encapsulamento (NEp).

A avaliacao da citotoxicidade demonstrou que ambos complexos, em
dose de até 30 pg de plasmideo, nao foram toxicos frente aos
fibroblastos de pacientes MPS | (figura 3).
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Figura 3: Viabilidade celular (%) apo6s tratamento de fibroblastos de pacientes MPSI com a nanoemulsao

branca (NE), complexo obtido por adsor¢ao (NE,) ou complexo obtido por encapsulamento (NEp).
* diferenca significativa, ANOVA (p<0,05).

Tabela 2: Atividade da enzima IDUA em diferentes tecidos
apoOs tratamento pelas vias intra-nasal e intra-articular com
os complexos NE,.

No ensaio in vivo, houve ATIVIDADE IDUA

aumento da atividade (nmol/h/mg)

dos animais MPS | apos . .. 0,14+0,03 0,26+0,07

administracdo intra-nasal, e no

. . . Rim 0,11+0,04 0,11+0,01

liquido sinovial apos

administracdo  intra-articular Bago 0,20£0,04  0,24£0,08

(tabela 2). No entanto, na Pulmio 0,22+0,01  0,26+0,05

capsula articular ndo foi cgrepro 0,12£0,01 0,16 0,02

observada alteracdo. Articulacio 0,13+0,07 0,14+0,03
Liquido Sinovial* 2,72+0,42 0,91+0,25
Plasma* 0,42+0,01 0,11+0,03

* diferenca significativa, ANOVA (p<0,05).

Conclusao

Os resultados demonstram que os complexos obtidos de nanoemulsdes
cationicas peguiladas com pIDUA sao eficientes na transfeccao do gene que
codifica para enzima IDUA. A administracao pelas vias intra-nasal e intra-
articular resulta em diferentes tipos de resposta, sendo relevante no
tratamento localizado de regides altamente afetadas em pacientes MPS I.
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