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CORRECAO DA MUCOPOLISSACARIDOSE TIPO 1 EM FIBROBLASTOS HUMANOS APOS TRATAMENTO COM
MICROCAPSULAS DE ALGINATO CONTENDO CELULAS SUPEREXPRESSANDO ALFA-L-IDURONIDASE
GUILHERME BALDO; VALESKA LAGRANHA; MAIRA BURIN; IDA VANESSA SCHWARTZ; VERONICA MUNOZ
ROJAS; ROBERTO GIUGLIANI; URSULA MATTE

Introdug@o: Mucopolissacaridose tipo I (MPS 1) ¢ uma doenga lisossomal que ocorre devido a deficiéncia da enzima alfa-L-
iduronidase (IDUA), levando ao acimulo de heparan e dermatan sulfato nos lisossomos e a uma série de manifestagdes clinicas
caracteristicas. Tratamentos disponiveis incluem terapia de reposi¢do enzimatica (TRE) e transplante de medula 6ssea, ambos
possuindo limitagdes. O microencapsulamento de células ¢ uma abordagem inovadora, pois permite continuada producdo e
secre¢do do produto de interesse, que pode ser captado por células deficientes. Neste trabalho investigamos a capacidade de
células BHK encapsuladas que super-expressam IDUA corrigir fibroblastos de pacientes com MPS I in vitro. Metodologia:
Quatro grupos (n= 3 por grupo) foram analisados: fibroblastos de voluntarios sadios (NORMAL), fibroblastos de pacientes com
MPS I ndo tratados (MPS), fibroblastos de pacientes tratados com TRE, em dose de 3ng/mL de Laronidase® (Genzyme®), duas
vezes por semana, e fibroblastos de pacientes tratados com células BHK que super-expressam IDUA presas dentro de
microcapsulas de alginato. As células foram obtidas por selecdo clonal apds transfeccdo com o plasmideo prIDUA e
encapsuladas. A atividade enzimatica (nmoles/h/mg proteina) foi mensurada apds duas semanas de tratamento por ensaio
fluorimétrico, sendo a enzima beta-galactosidase usada como referéncia. Resultados: O grupo NORMAL obteve uma atividade de
25,7 +/-5,97. Células ndo tratadas tiveram a menor atividade (6,1 +/- 0,53). Ambos tratamentos demonstraram niveis enzimaticos
significativamente maiores que o grupo MPS (111,5 +/- 12,1 para a TRE ¢ 60,7 +/- 23,3 para CAPSULAS, com p< 0.01 nos dois
casos). A enzima de referéncia ndo mostrou diferengas entre os grupos.Conclusdo: O tratamento com clones encapsulados
demonstra potencial como nova alternativa para o tratamento da MPS I, alcangando niveis normais de atividade enzimatica em
fibroblastos humanos deficientes.
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Introdug@o: A Mucopolissacaridose tipo I (MPS 1) € uma doenga autossomica recessiva caracterizada pela deficiéncia da enzima
alfa-L-iduronidase (IDUA). Métodos atuais de tratamento incluem terapia de reposi¢do enzimatica e transplante de medula dssea,
ambos possuindo limitagdes. Baseado neste fato, este trabalho tenta corrigir fibroblastos de pacientes com MPS I in vitro
utilizando métodos ndo-virais de terapia génica. Metodologia:Fibroblastos humanos com MPS I foram mantidos em cultivo
celular até atingir confluéncia. DNA nu e lipofeccdo (utilizando LIPOFECTAMINE®) foram testados como métodos néo virais
de transferéncia génica. Células foram transfectadas com pr-IDUA. A atividade enzimatica (nmol/h/mL) foi medida no
sobrenadante 24h, 72h e 7 dias apés tranfecgdo utilizando método fluorimétrico. Também analisamos atividade no sobrenadante
de células ndo tratadas e de controles normais (n= 3/grupo). Resultados:Fibroblastos normais produziram uma atividade média de
0,69 (+/- 0,14). Células de pacientes com MPS ndo tratadas obtiveram atividade quase indetectavel (0,09 +/-0,03). Transfecgdo
usando lipossomas apresentou um pico na expressdo em 24h (1,10 +/-0,31 com p < 0,01 comparado ao ndo tratado), e decaiu
gradualmente (0,32 +/-0,05 e 0,12 +/-0,01 apds 48h e 7 dias, respectivamente). DNA nu obteve niveis mais baixos que a
lipofecgdo, atingindo niveis pouco superiores e sem diferenga estatistica quando comparados as células ndo tratadas, em todos
tempos analisados. Conclusdo:Neste trabalho mostrou-se a corre¢do temporaria de fibroblastos de pacientes com MPS 1, sendo
obtido niveis enzimaticos similares ao de fibroblastos normais 24 horas apds transfeccdo com lipossomas. A corregdo estavel
dever4 ser realizada para avaliar a expressdo enzimatica a longo prazo.

CRIACAO DE UMA HISTORIA EM QUADRINHOS PARA UM PROTOCOLO DE EXTRACAO DE PLASMIDIOS E
AVALIACAO DA SUA IMPLEMENTACAO NO CENTRO DE TERAPIA GENICA
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INTRODUCAO: A associagdo de materiais didaticos artisticos as atividades cientificas esta relacionada a melhora do aprendizado
¢ da promogdo da autonomia educativa, além de atuar como um fator de motivagdo. As necessidades de maior interagdo entre os
pesquisadores e de desenvolvimento de estratégias pedagogicas aplicaveis as praticas cientificas nos levou a criagdo de histdrias
em quadrinhos que retratam procedimentos cientificos. Um protocolo de extragdo de plasmidios foi utilizado como piloto para
gerar uma trama entre personagens que se relaciona com os propdsitos do projeto no qual este protocolo esta inserido.
Apresentamos aqui a historia em quadrinhos intitulada A Libertagdo de B — galo e uma avaliagdo da sua implementagdo no Centro
de Terapia Génica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. METODOS: Um roteiro foi elaborado e discutido pelos autores. Os
rascunhos foram desenhados por uma das autoras, que os finalizou apos revisdo pelo grupo. Este material foi implementado
através da comparagdo entre execugdes do procedimento de extragdo de plasmidios utilizando seu protocolo formal sozinho e
associado aos quadrinhos. Os relatos de experiéncia dos executores foram entio analisados. RESULTADOS E DISCUSSAO:
Produzimos material didatico de linguagem informal que pode ser associado a um protocolo formal para implementacdo e
execugdo do procedimento relacionado. A criagdo e a execugdo deste trabalho geraram material didatico artistico que proporciona
melhor compreensdo do procedimento em questdo, estimula o pensamento critico e permite expressdes mais extensas dos talentos
dos pesquisadores. Os quadrinhos estdo sendo compartilhados com outros pesquisadores. APOIO: CNPq, FIPE/HCPA.





