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Pouco se sabe sobre 0 mecanismo de entrada na célula e posterior localizagdo intracelular de construtos genéticos utilizados em
vacinas de DNA. Este trabalho visa a analisar a localizagdo intracelular de um plasmidio quando este é introduzido em uma
célula, investigando a hipotese de localizagdo na mitocondria. Para isso, a linhagem celular imortal CCRF-CEM foi mantida em
cultura e transfectada com o plasmidio pEGFP-N1, que codifica a proteina EGFP e confere resisténcia ao antibi6tico neomicina,

utilizando-se para isso um lipidio catidnico. As células transfectadas estdo sendo selecionadas adicionando-se antibiético ao meio
de cultura. As mesmas serdo ainda coletadas e rompidas com ultra-som, para que se possam isolar por centrifugacdo as fracoes
nuclear e mitocondrial. De posse destas, os DNAs nuclear e mitocondrial serdo extraidos e a presenca ou auséncia do plasmidio
nas duas fracOes sera verificada por meio de PCR, usando-se primers para uma seqiéncia de DNA do plasmidio (teste), uma
seqiiéncia de DNA nuclear e uma seqiiéncia de DNA mitocondrial (controles). Os resultados nos possibilitardo verificar se o
plasmidio transfectado esta localizado no ndcleo, na mitocondria, ou mesmo em ambos. Até 0 momento ja foi estabelecida uma
metodologia para o isolamento das fragbes celulares nuclear e mitocondrial, bem como para o isolamento de DNA dessas fragoes.
A técnica de PCR j& foi estabelecida para a amplificagdo das sequéncias de DNA controle, e nesta ocasido verificou-se que a
linhagem celular utilizada ndo possui ao menos uma porcdo do gene codificante do fator de coagulagdo V. A ocorréncia da
transfec¢do e a eficacia do processo de sele¢do das células transfectadas foram comprovadas por anélise da fluorescéncia celular,
decorrente da expressao de EGFP, em microscopio de fluorescéncia e em citdmetro de fluxo. (CNPg-PIBIC/UFRGS, FINEP).
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