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Desenvolvimento de nanoemulsdes como vetores para o sistema
CRISPR/Cas9 visando a edicao génica de fibroblastos MPS |
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INTRODUCAO

A mucopolissacaridose tipo | (MPS I) € uma doenca de deposito
lisossOmico causada por mutacoes no gene da enzima alfa-L-
iduronidase (IDUA), o que impossibilita a degradacao dos
glicosaminoglicanos heparan e dermatan sulfato em diversos
tecidos, levando a sintomas multissistémicos. Como o0s
tratamentos disponiveis apresentam restricoes, dentre as
abordagens terapéuticas encontra-se a edicao génica, que
consiste na correcao do defeito genético causador da doenca.
Desta forma, este projeto visa ao desenvolvimento de
nanoemulsdées como vetores nao-virails para 0 sSistema
CRISPR/Cas9 para fins de edicdo génica de fibroblastos de
pacientes MPS I, através da correcao do gene IDUA.

OBJETIVO
Desenvolver as nanoemulsdes e avaliar sua eficiéncia de
transfeccao in vitro em fibroblastos de pacientes MPS I.

METODOLOGIA
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Nanoemulsdoes contendo DOPE, DOTAP, DSPE-PEG e TCM foram
obtidas por homogeneizacao a alta pressao. A obtencao de
complexos com os acidos nucleicos foi realizada por adsorcao

extemporanea do DNA as nanoemulsdes na razao de cargas +4/-1.

As formulacoes e complexos foram
caracterizados em termos de diametro médio,

indice de polidispersao e potencial zeta.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As nanoemulsOes apresentaram-se monodispersas, com potencial
zeta positivo e tamanho de cerca de 150 nm que aumentou guando
se adicionou o DNA (~200 nm). Apos incubacao das células com os
complexos, verificou-se um aumento significativo na atividade da
enzima IDUA de cerca de 4%, que se manteve apos 30 dias de
cultura celular.
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Figura 1. Viabilidade celular de fibroblastos de pacientes MPS | frente a incubacéao
com quantidades crescentes da nanoemulséo branca (N) (e) e dos complexos NA
(o). Os resultados representam a media £ desvio padrao de trés experimentos.
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Figura 2. Eficiéncia de transfeccao: porcentagem da atividade de IDUA em células
normais apos incubacdo com os complexos NA. Fibroblastos MPS | n&o tratados e
fibroblastos MPS | tratados com NA apos 2, 15 e 30 dias de cultura. Os resultados
representam a media x desvio padréo de trés experimentos, *p < 0.05 comparado a
fibroblastos MPS | nao tratados.

CONCLUSAO

A partir do conjunto de resultados, conclui-se que as nanoemulsoes
sao eficientes vetores nao-virais para o sistema CRISPR/Cas9
juntamente com o oligonucleotideo doador da sequéncia correta do
gene IDUA, e o0s complexos demonstraram eficiéncia de
transfeccao, pois promoveram um aumento significativo da atividade
de IDUA em fibroblastos de pacientes MPS I.
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