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Introducao

A associacao das terapias génica e celular pode potencializar o processo regenerativo em
doencas cardiovasculares. Celulas-tronco podem ser transformadas com vetores que contenham genes
envolvidos na expressao de fatores sinalizadores pré-angiogénicos e/ou moléculas gue induzem homing
celular, ou seja, a migracao e a aderéncia de células-tronco em um tecido lesionado. Uma molécula
muito envolvida na inducao de homing celular € o Fator-1 Derivado de Estroma (SDF-1, do inglés
Stromal Derived Factor-1).

Objetivo

Construir um vetor plasmidial para expressar o gene SDF-1.
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Reacao-padrao: 1puL de cDNA, 1 pL de tampao de
PCR 10X, 0,3 uL de MgCl, (50mM), 1uL de 5 mM
de dNTPs, 0,4 uL de cada primer (10 pmol/ pL),
0,2 uL de Tag-polimerase (5 U/uL), H,O ultra-pura
gsq (30 ciclos a 62°C de anelamento e 20 ciclos a
55°C de alongamento).
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*mMRNA — RNA Mensageiro
**cDNA — DNA Complementar
**PCR — Reacao em Cadeia da Polimerase
(Polymerase Chain Reaction)
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Figural. PCR utilizando primers internos
para o gene SDF-1la. Houve amplificacao do
gene SDF-1la, o que é evidenciado pela
presenca de bandas no gel de agarose. Em A,
B, C e D amostras de cDNA, pré-hipoxia (A e C)
e pos-hipoxia (B e D). E e F) Controles de DNA
genomico (controle das reacoes de PCR). G)
Controle positivo de cDNA. H) Controle negativo
(mix da reacao).

Conclusoes e Perspectivas

Figura 2. PCR utilizando primers externos para o
gene SDF-1a. Houve amplificacao inespecifica para

todas as amostras utilizadas (A, B, C e D). A
amplificacao seria demonstrada atraves de fragmentos
no gel de agorose. A e C) Amostras de cDNA pre-
hipoxia. B) Amostras de cDNA pos-hipoxia. E) cDNA
genOmico para controle das reacboes. F) Controle
negativo (mix da reacao). G) Marcador de peso
molecular (ladder).

Figura 3. PCR com primers externos e modificacoes
na reacao. Adicao de 1M de betaina e modificacOes da
temperatura de analemento dos primers (65 °C e 57°C.
A) Marcador de peso molecular (ladder). B e D)
Amostras de cDNA pré-hipdoxia. C e E) Amostras de
cDNA pos-hipoxia. F) Controle negativo (mix da reacao).
Na amostra B, a seta indica amplificacao de
fragmento de aproximadamente 1,6 Kb, o que
corresponde ao gene SDF-1

Embora tenha ocorrido amplificacao do cDNA de SDF-1, as reacoes precisam ser otimizadas para exclusao
de produtos de amplificacao inespecificos.
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