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A Gangliosidose GM1 -galactosidase. Esta enzima é responsavel pelal’é causada pela deficiéncia de degradacdo de
gangliosidio GM1. E uma das doencas lisossomicas de deposito mais freqglientes no Brasil. Até o presente momento ndo ha
tratamento efetivo para a Gangliosidose GM1. Estudos in vitro e em animais tém demonstrado a potencialidade da terapia
génica, baseando-se no fato de que a enzima liberada na corrente sangliinea pode ser captada por células deficientes e
direcionada aos lisossomos. O presente trabalho tem como objetivo transfectar fibroblastos de pacientes com Gangliosidose
GM1 com o cDNA normal e verificar a correcdo do defeito enzimatico.Foi realizada uma tranfeccdo transitoria, utilizando
como vetor pSCTOP e outra estavel, como vetor pREP9, permitindo a avaliacdo da -Gallleficiéncia de correcdo do defeito
bioquimico por maior tempo. O cDNA da foi clonado nos vetores de expressdo pSCTOP e pREP9, sob controle do promotor
de CMV. As transfecgGes foram realizadas utilizando LipofectAMINETM Plus. Células de individuos sem GM1 foram utilizadas
como controles para deteccdo dos padres normais. Quanto a transfecgdo estavel, ainda esta se padronizando a dose 6tima,
o tempo de transfeccdo e a concentragdo ideal do lipideo usados no experimento. Apos a transfeccdo transitdria as células
foram mantidas em cultura e coletadas apds 24h e uma semana. A atividade enzimatica foi realizada em lisado celular e no
meio de cultura utilizando método fluorimétrico. Apds 24h da transfeccdo transitéria, os valores médios de atividade
enzimdtica detectados (2.892,02 nmoles/h/mg prot.) foram muito superiores aos valores encontrados nas células ndo
tratadas (27,6 nmoles/h/mg prot.) e nos controles normais (1.298,07 nmoles/h/mg prot.). Nas células mantidas em cultivo
por uma semana, os valores foram semelhantes aos valores observados nos pacientes (24,105 nmoles/h/mg prot.). A
andlise de RT-PCR ap6s uma semana de cultivo ndo demonstrou expressdo do transgene. Estes resultados preliminares
demonstram a correcdo do defeito -Gal, sem toxicidade do método de transfeccdor bioquimico pela adicdo do cDNA da
transitorio. Porém para que possam ser realizados todos os testes de avaliacdo da eficiéncia de correcdo do defeito
bioquimico esperamos a realizacdo da transferéncia estavel permitindo obter um maior nimero suficiente de células
transfectadas e por maior tempo. APOIO: Bolsista CNPq, FIPE/HCPA.



