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A Mucopolissacaridose tipo | (MPS 1) € uma desordem multissistémica causada pela
deficiéncia da enzima alfa-L-iduronidase (IDUA), que leva ao acumulo intracelular de
glicosaminoglicanos. A terapia génica € uma potencial alternativa aos tratamentos
atuais, sendo os lipossomas eficientes carreadores de acidos nucleicos para esse fim.
Entretanto, a literatura carece de investigacdo aprofundada das caracteristicas fisico-
quimicas desses sistemas quando complexados aos &cidos nucleicos. Nesse
contexto, o presente projeto visou desenvolver lipossomas, produzir complexos com
acidos nucleicos e avaliar suas propriedades fisico-quimicas, estabilidade e eficiéncia
de internalizacdo em diferentes tipos celulares, objetivando sua utilizagdo como
vetores nado-virais em edi¢do génica com vistas ao tratamento da MPS |. Para isso,
lipossomas compostos por DOPE, DOTAP e DSPE-PEG foram preparados pela
técnica de formacéo de filme seguida por microfluidizagédo. A obtengc&o de complexos
com o DNA foi realizada pelo método de adsorcdo extemporanea em diferentes
razdes de carga, sendo a eficiéncia dessa verificada por eletroforese em gel de
agarose. Para a caracterizacdo fisico-quimica das formulacfes, determinou-se o
didmetro médio, o indice de polidispersdo e o potencial zeta das particulas. A
estabilidade foi verificada em um ensaio de digestdo com DNase | e a eficiéncia da
transfeccao foi analisada em um ensaio in vitro de captacao celular por fibroblastos,
células HEK-293 e HEP-G2, visualizado por microscopia de fluorescéncia e
quantificado por citometria de fluxo. Os resultados demonstraram que os complexos
formados na razéo de cargas +4/-1 sdo estaveis fisico-quimicamente (homogéneos,
monodispersos e com potencial zeta de +42 mV) e protegem o DNA da degradacéo
pela DNase |, além de serem internalizados eficazmente em todos os tipos celulares
estudados. Conclui-se que os lipossomas complexados com o plasmideo do sistema
CRISPR/Cas9 séo eficientes vetores nao virais capazes de serem internalizados nas
células e sdo potenciais candidatos a utilizacdo em terapia génica para tratamento da
MPS I.



