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A mucopolissacaridose tipo | (MPS 1) é uma doenca de deposito lisossdmico causada por
mutacdes no gene da enzima alfa-L-iduronidase (IDUA), o que impossibilita a degradacéo dos
glicosaminoglicanos heparan e dermatan sulfato em diversos tecidos, levando a sintomas
multissistémicos. Como os tratamentos disponiveis apresentam restri¢cdes, dentre as abordagens
terapéuticas encontra-se a edi¢ao génica, que consiste na correcdo do defeito genético causador
da doenca. Desta forma, este projeto visa ao desenvolvimento de lipossomas como vetores nao-
virais para o sistema CRISPR/Cas9 para fins de edicdo génica de fibroblastos, através da
correcdo do gene IDUA. Objetivo: desenvolver os vetores lipossomais e avaliar sua eficiéncia
de transfeccdo in vitro em fibroblastos de pacientes MPS |. Metodologia: os lipossomas
contendo DOPE, DOTAP e DSPE-PEG foram obtidos por homogeneizacdo a alta pressdo. A
obtencéo de complexos dos lipossomas com o DNA foi realizada por adsor¢do extemporanea
na razdo de cargas +4/-1. As formulacbes e complexos foram caracterizados em termos de
didmetro médio, indice de polidispersdo e potencial zeta, determinados por espectroscopia de
correlacdo de fétons e mobilidade eletroforética. A complexacao entre 0 DNA e os lipossomas
foi avaliada através do ensaio de retencdo em gel de agarose por eletroforese. Fibroblastos de
pacientes MPS | foram utilizados para avaliacdo da viabilidade celular pela técnica de MTT e
para a avaliacdo da transfeccdo, através da incubacdo das células com os complexos. A
eficiéncia de transfeccéo foi avaliada através da dosagem da atividade enzimatica de IDUA em
fibroblastos por ensaio fluorimétrico. Resultados: 0s lipossomas apresentaram-se
monodispersos, com potencial zeta positivo e tamanho de cerca de 90 nm que aumentou quando
se adicionou 0 DNA (~110 nm). Além disso, observou-se que as formulacdes sao carreadoras
estaveis e eficientes de DNA através do teste de complexacao. Ap6s incubacgdo das células com
os complexos, verificou-se alta viabilidade celular, além da promocdo de um aumento
significativo na atividade da enzima IDUA de cerca de 5%, que se manteve apés 30 dias de
cultura celular. Concluséo: a partir do conjunto de resultados, conclui-se que os lipossomas sdo
eficientes vetores ndo-virais para o sistema CRISPR/Cas9 juntamente com o oligonucleotideo
doador da sequéncia correta do gene IDUA, e os complexos demonstraram eficiéncia de
transfeccdo, pois promoveram um aumento significativo da atividade de IDUA em fibroblastos
de pacientes MPS I.



