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II..  RREESSUUMMOO    
  

A Gangliosidose GM1 é causada pela deficiência da β-galactosidase, que 

degrada o gangliosídeo GM1. Esta é uma doença lisossômica muito freqüente no 

sul do Brasil. Estudos in vitro e em modelos animais têm demonstrado a 

potencialidade da terapia gênica, como a enzima secretada na circulação pode 

ser captada por células deficientes. Nós transfectamos células de pacientes com 

GM1 com o cDNA normal e observamos a correção  do defeito metabólico. O 

cDNA Β-Gal foi clonado nos vetores de expressão pSCTOP e pREP9. A 

transfecção foi realizada com o reagente LIPOFECTAMINE 2000. As células 

foram cultivadas e coletadas 24h, 48h e 1 semana após a transfecção  transitória 

e em 4 semanas para a estável. A atividade enzimática foi medida em meio e 

células por ensaio fluorimétrico. Após 24h, a atividade enzimática observada nas 

células transfectadas foi 6x a 10x maior do que nas células não-tratadas (69,86 

nmoles/h/mg prot.) e menor que os controles normais (1.339,5 nmoles/h/mg prot.). 

Estes resultados mostram a correção do defeito bioquímico por adição do cDNA 

da β-gal, com baixa toxicidade do sistema de transfecção e a atividade enzimática 

restaurada a níveis equivalentes ao de indivíduos heterozigotos.  
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IIII..  AABBSSTTRRAACCTT  

 

GM1 Gangliosidosis is caused by the deficiency of β-Galactosidase (β-Gal), 

that degrades GM1 ganglioside. It’s a lysosomal storage disorder frequent in 

Brazil, with a carrier frequency of 1:67. Both in vitro and animal studies showed 

the potential for gene therapy of this disease, as the enzyme is secreted and can 

be captured by deficient cells and targeted to the lysosomes. We have transfected 

cells from GM1 patients with the normal β-Gal cDNA and observed the correction 

of the metabolic defect. β-Gal cDNA was cloned into the expression vectors 

pSCTOP and pREP9. Transfection was performed using LIPOFECTAMINE 2000. 

After transfection, cells were cultured and harvested after 24h, 48h and one week 

for transient expression and more four weeks for stable expression. Enzyme 

activity was measured in cell lysate and medium by fluorometric assay. After 24h, 

observed enzyme activity was 6 to 10 fold higher than in untreated cells but lower 

than normal controls. These results show the correction of the biochemical defect 

by the administration of β-Gal cDNA, with low toxicity of the transfection system 

and the restoring of enzyme activity to equivalent levels of heterozygotes.  
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