Vacinas de DNA Plasmidico (pDNA)
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O que sao Vacinas de pDNA?

As vacinas de pDNA habitualmente sdo constituidas por um pequeno pedaco circular de DNA bacteriano, chamado plasmideo,
modificado geneticamente para produzir respostas imunoldgicas, em organismos contra antigénios de um patogénico causador de
doencas [3].

A plataforma de vacinas de DNA é adequada para lidar com ameacas de doencas infecciosas emergentes ou suspeitas, antes de se
tornarem pandemias, oferecendo a oportunidade de responder rapidamente a emergeéncias. O tempo de desenvolvimento e producao de
vacinas antes das vacinas de DNA era um grande obstaculo, uma vez que, o seu processo de fabrico dependia de morosos processos de
cultura de células, ao contrario do que é necessario para estas vacinas de DNA, que sendo produzidas em microrganismos, tais como a
Escherichia coli; bactéria cujo tempo de replicacdo e de apenas 8h [1, 2].

O objetivo deste trabalho foi a purificacao de pDNA de £. coli com a utilizacao da eletroforese em gel de agarose (que serve para fazer
a separacao de ides num campo elétrico, neste caso para separar os acidos nucleicos por tamanhos, sendo que os maiores ficam mais
proximos dos pocos) e a quantificacdo de acidos nucleicos no Nanodrop.

Materiais e Métodos Resultados

Para a purificacao do pDNA foi utilizado o Kit NYZMiniprep, com
as seguintes etapas:

Na atividade laboratorial realizada obtivemos excelentes
resultados, no que toca a quantidade de acidos nucleicos
presentes nas nossas amostras, o que significa que a purificagao
do pDNA foi bem sucedida.
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Como se pode observar os resultados, com excecao de um, sao
muito elevados e melhores do que era esperado no inicio, tendo
em conta que, utilizamos um kit de preparacdo rapida.

Na eletroforese em gel de agarose,
da foto ao lado, confirmamos os
resultados que obtivemos a partir
da utilizagcao do Nanodrop.
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Discussao

Foram feitas 5 purificacoes de pDNA pet28, um plasmideo low capy; o que significa que por cada célula existem poucas moléculas
deste pDNA. Por essa razao foi alterado o protocolo para maximizar a recuperacao de pDNA, o que resultou em concentracoes
| elevadas de pDNA. Anteriormente, a Professora Ana Gabriela Gomes realizou a purificagao deste pDNA e obteve, com o protocolo
desenvolvido no laboratorio, cerca de 50 ng/ul, em 100 u! (5000 ng). Por isso, os resultados sdo correlacionaveis e semelhantes pois,

I no mesmo volume, com a amostra com concentracao de 217 ng/ul, foram obtidos 6510 ng em 30 ul e com a concentracao de 154

ng/ul, foram obtidos 4620 ng. i
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