352 SEMANA CIENTIFICA DO HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO

P 4445

Uso do sistema CRISPR-Cas9 para corrigir mutaces em MPS |
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A Mucopolissacaridose tipo | (MPS I) é uma doenca lisossémica de depdsito causada por mutacdes no gene da IDUA, que leva ao
acumulo dos glicisaminoglicanos dermatan e heparan sulfato nos tecidos. Tendo em vista as limitagdes apresentadas pelas
terapias existentes no tratamento da MPS |, a investigacdo de novas alternativas terapéuticas é necessaria. A tecnologia CRISPR-
Cas para edigcdo gendmica permite modificar regides gendmicas de maneira mais precisa e segura que as formas de terapia
génica tradicionais. O objetivo deste trabalho € utilizar o sistema CRISPR-Cas9 para corrigir mutacdes de ponto em células de um
paciente com MPS |. Para isso, fibroblastos com a mutagdo W402X foram cultivados e transfectados com o vetor CRISPR-Cas9
desenhado para clivar uma regido proxima a mutagdo e um oligonucleotideo para recombinacdo homdloga e correcdo da
mutacéo. Apds 48 horas, a atividade de IDUA nos fibroblastos transfectados foi quantificada. Os resultados de ensaio da atividade
de IDUA nas células transfectadas mostraram um aumento de em média 8 vezes a atividade observada em fibroblastos nédo
transfectados. A medida da atividade enzimatica no meio de cultura em que as células foram mantidas, também 48h apés a
transfeccao, ndo apresentou diferenga entre as células transfectadas ou ndo. Os resultados mostraram que uma porcentagem das
células foi corrigida e passou a produzir a enzima ausente nas células do paciente. Analises apés tempos maiores e outros testes
s80 necessarios para corroborar este resultado. Projeto aprovado pelo CEP HCPA. Palavras-chaves: Mucopolissacaridose tipo I,
CRISPR-Cas9, edigdo gendmica.
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