FACULDADE DE FARMACIA

Nanoemulsdes cationicas peguiladas: um sistema
de transferéncia génica para o modelo murino de
Mucopolissacaridose tipo |

Diel, D.S.1; Teixeira, H.F.1:2

1 Faculdade de Farmacia - Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS)
2 Programa de Pos-graduacao em Ciéncias Farmacéuticas - Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS)

‘N ™ P ™
A L [ \
NEd | |

A mucopolissacaridose tipo | (MPS 1) € uma doenca causada
pela deficiéencia da enzima alfa-L-iduronidase (IDUA), a
qual é responsavel pela degradacao de glicosaminoglicanos
nos lisossomos. O acumulo destes ocasiona diversas
manifestacées clinicas. Atualmente uma das abordagens
terapéuticas proposta para o tratamento da MPS | € a
utilizacao de sistemas lipidicos como vetores genicos, e

dentre eles destacam-se as nanoemulsoes cationicas.

|
. _

™

O presente trabalho visou avaliar a aplicacao de
nanoemulsoes cationicas contendo o plasmideo pIDUA, o
qual contem o gene que codifica para enzima IDUA, como
um sistema de transferéncia génica para o modelo murino
de MPS I.

As nanoemulsoes cationicas constituidas de um nucleo
oleoso de triglicerideos de cadeia media, estabilizadas por
uma mistura do lipideo cationico 1,2-dioleoil-3-trimetil
amonio propano, fosfolipideos dioleilfosfatidiletanolamina
(NE) e diestearilfosfa-tidiletanolamina-polietilenoglicol
(DPSPE-PEG) (NEP) foram obtidas pelo procedimento de
homogeneizacao a alta pressao.

O diametro medio das nanoemulsoes foi determinado por
espectroscopia de correlacao de fotons (PCS). O potencial
zeta foi determinado através da mobilidade eletroforeética,
utilizando o equipamento Zetasizer.

A complexacao do pIDUA com a NE e a NEP foi analisada por
meio do ensaio de retencao em gel de agarose 1%. A
verificacao da estabilidade foi realizada atraves da
incubacao dos complexos com a enzima DNase |.

A descomplexacao do pIDUA dos complexos foi avaliada
apos incubacao em meio de cultura na presenca e na
ausencia de soro fetal bovino (SFB) em diferentes tempos.

Os complexos foram administrados intravenosamente em
camundongos nocaute MPS | e a eficiéncia de transfeccao
foi avaliada através da dosagem da atividade enzimatica
por ensaio fluorimetrico e da quantificacao da expressao
génica de IDUA atraveés da técnica de PCR quantitativo em
tempo real. Como controle, foram utilizados camundongos
MPS | nao tratados.
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A complexacao do pIDUA tende a aumentar o diametro e
diminuir o potencial zeta das formulacoes. Os complexos
apresentaram um diametro médio de 262 nm e um
potencial zeta de +3,3 e -6,1 mV para NE e NEP
respectivamente. A complexacao total do pIDUA com as
nanoemulsoes foi observado a partir da relacao de cargas
+2/-. Nesta mesma condicao foi possivel verificar a
protecao do pIDUA da digestao pela enzima DNAse |. As
propriedades fisico-quimicas e a estabilidade dos
complexos na presenca de proteinas do soro foram
influenciadas principalmente pela presenca de DSPE-PEG
(Figura 1).

35000 20 1000 20

30000 A B
s 25000- § 300-
£ 20000- -0 -0

15000
10000~ 600

50004 L % ~-20 %
3000 U
40

10004
| Iﬁ 0 -60
1 24 48

0 -60
0 1 24

© - -20

Diametro médio (nm)
(AW) BIIZ [RIOUO]

Didmetro médio (
(A w)eaz [Broudlo

48 0
Tempo (h) Tempo (h)

Figura 1. Propriedades fisixo-quimicas das formulacoes NE (A) e NEP (B) na relacao de
carga +4/-, apos incubacao com meio de cultura na presenca de SFB 10%. As barras
representam o diametro médio e os circulos o potencial zeta. Teste t de Student (p <
0,05)

Apos o tratamento com NEP/pIDUA na relacao de cargas
+4/- intravenosamente injetado nos camundongos nocautes
MPS |, observou-se que houve um aumento significativo na
atividade (Figura 2) e na expressao de IDUA (Figura 3) em
diferentes orgaos, especialmente nos pulmoes.
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Figura 3. Expressao relativa de IDUA
O por PCR em tempo real em
diferentes orgaos de camundongos
MPS | tratados com NEP/pIDUA na
relacao de cargas +4/-, administrada
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Estes resultados demonstram que nanoemulsoes cationicas
peguiladas representam um potencial sistema terapéutico
para o tratamento da MPS I.

Apoio: FIPE/HCPA, FAPERGS/CNPq e Bolsa de Iniciacao Cientifica CAPES



