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APRESENTAÇÃO

Farmácia e Biomedicina integram o time das ciências da saúde que constituem 
nas áreas que estudam sobre a vida, a saúde e a doença. No qual focam na manutenção 
e na melhoria da saúde para o indivíduo, grupos específicos e comunidades.  

A obra “Biomedicina e Farmácia: Aproximações” consiste de uma série de livro 
(E-book) de publicação da Atena Editora, em seus 28 capítulos de artigos científicos 
do volume I, a qual abordam temáticas atualizadas de diferentes âmbitos que vão 
desde relatos de casos até a análise de medicamentos, plantas e microbiologia, entre 
outros.

Sendo assim, almejamos que este livro possa contribuir com informações 
pertinentes e atualizadas para os estudantes e profissionais da área de farmácia e 
biomedicina, oportunizando a ampliação dos conhecimentos sobre o tema.

Desejamos a todos uma boa leitura!

Letícia Bandeira Mascarenhas Lopes
Tiago Sousa Melo
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RESUMO: Através da tecnologia do DNA 
recombinante, várias opções terapêuticas 
foram introduzidas na medicina, possibilitando 
tratamento para doenças que não podem 
ser tratadas por drogas convencionais. Essa 
tecnologia envolve a clonagem de DNA exógeno 
em Escherichia coli. Sendo assim, o objetivo 
deste trabalho é apresentar a eletroporação, 

uma técnica de transformação genética em 
E. coli com um conjunto de plasmídeos de 
diferentes aplicações. Essa técnica foi realizada 
com a cepa TOP10 previamente submetida a 
um processo de eletrocompetência. A bactéria 
foi submetida a campo elétrico de alta voltagem 
em eletroporador, na presença do plasmídeo, 
que foi incorporado ao citoplasma das células 
transformantes. Uma incubação em meio LB 
líquido a 37°C por 1h foi realizada, seguido 
de centrifugação e uma nova incubação a 
37°C por 16 h. O antibiótico do meio seletivo foi 
escolhido de acordo com a marca de resistência 
do plasmídeo transformado. Após o crescimento 
em meio sólido, uma colônia transformante foi 
inoculada em meio LB líquido seletivo a 37°C 
por 16 h. A cultura líquida foi centrifugada e o 
precipitado foi empregado na purificação dos 
plasmídeos clonados, processo denominado 
“miniprep”. A partir da execução da técnica foi 
possível a obtenção de plasmídeos puros, sem 
contaminação no processo de extração, e em 
maior número. Portanto, foi possível concluir 
que a técnica é de fácil execução e apresenta 
alta eficácia para a clonagem de plasmídeos 
em E. coli.
PALAVRAS-CHAVE: DNA recombinante. 
Eletroporação. E. coli. Cepa TOP10. Miniprep.

ABSTRACT: Through the recombinant DNA 
technology many therapeutic options have been 
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introduced into medicine, making it possible to treat diseases that can not be treated 
by conventional drugs. This technology involves the exogenous DNA cloning into 
Escherichia coli. The objective of this study is to introduce the electroporation which 
is a technique of genetic transformation on E. coli with a set of diffenrent application 
plasmids. This technique was performed on a TOP10 strain previously submitted to a 
electrocompetence process. The bacterium was submitted to a high voltage electric 
field in electroporator, in the presence of the plasmid, which was incorporated into 
the cytoplasm of the transforming cells. A incubation in liquid LB medium at 37ºC for 
1h was performed. After that a centrifugation and another incubation at 37ºC for 16h 
was performed. The antibiotic from the selective medium was chosen according to 
the resistance tag of the transformed plasmid. After the growth on solid medium, a 
transformed colony was inoculated in liquid selective LB medium at 37ºC for 16h. The 
liquid culture was centrifuged and the precipitate was used on the cloned plasmid 
purification, a process known as “miniprep”. Through the execution of the technique 
was possible to obtain pure plasmids with a higher number and without contamination 
of the extraction process. Therefore we conclude that the technique is easily executed 
and presents high efficacy to clone plasmids on E. coli. 
PALAVRAS-CHAVE: Recombinant DNA. Electroporation. TOP10 E. coli. strain. 
Miniprep.

1 | 	INTRODUÇÃO

Um gene pode ser caracterizado como uma sequência de DNA que contém 
toda a cadeia de nucleotídeos necessários e suficientes para a produção de um 
produto correspondente. Qualquer fragmento de DNA pode ser clonado, a mais 
simples destas maneiras envolve a inserção de um fragmento de DNA particular no 
DNA genômico purificado de um elemento genético que se autorreplica – plasmídeo 
(ALBERTS et al., 2010).

Podemos considerar que, com o início do século XXI, devido à grande evolução 
na tecnologia do sequenciamento genético, foi possível identificar uma parte 
considerável de determinadas sequências constituídas por segmentos de DNA 
com capacidade de movimentar-se dentro de genomas ou mesmo entre diferentes 
genomas e células. Esses segmentos são chamados de elementos genéticos móveis 
(ZAHA; FERREIRA; PASSAGLIA, 2014). Entre esses elementos genéticos móveis 
podemos citar os plasmídeos, sendo estes extracromossômicos e capazes de se 
replicar autonomamente. Contudo, apesar de obter a capacidade de se replicar de 
forma independente, por estarem fisicamente dissociados dos cromossomos, esses 
elementos ainda precisam se utilizar das mesmas enzimas que replicam o genoma da 
célula hospedeira (ZAHA; FERREIRA; PASSAGLIA, 2014).

Os plasmídeos tornaram-se ferramentas de uso essencial nas técnicas de 
biologia molecular devido a suas características, tais como: são autorreplicáveis; são 
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maleáveis; possuem estabilidade; são multifuncionais (WATSON, 2015). É importante 
mencionar que a base de conhecimento para utilização dos plasmídeos vem da 
observação de um processo de recombinação genética natural, como o que ocorre 
em bactérias. Os plasmídeos mais usados na tecnologia do DNA recombinante são 
aqueles que replicam em E. coli a informação genética responsável pela codificação 
de antígenos com aplicação vacinal, como será discutido mais a frente, é realizada 
a clonagem e propagação em linhagens de E. coli, um habitante inofensivo de nossa 
microbiota intestinal. Utilizados como vetores de clonagem, estes plasmídeos foram 
otimizados com a remoção de partes desnecessárias de plasmídeos naturais de E. 
coli, contendo agora somente as regiões essenciais para a clonagem do DNA: uma 
origem de replicação - estrutura que possibilita a replicação do DNA plasmidial dentro 
da célula inserida; um marcador que permite a seleção – geralmente é um gene de 
resistência a fármaco; uma região a qual fragmentos de DNA exógenos podem ser 
inseridos; Região Promotora -  projetado  para  recrutar maquinaria transcricional 
de um determinado organismo ou grupo de organismos (LODISH, 2014; ADDGENE, 
2017).

Além de obter uma classificação funcional, por serem ferramentas utilizadas na 
recombinação de DNA, os plasmídeos também apresentam uma classificação de 
acordo com sua aplicação em laboratório. Os mais conhecidos dentre esses tipos são: 
os vetores de clonagem, responsáveis pelo aumento da quantidade de plasmídeos; 
e os vetores de expressão, os quais são responsáveis, além da clonagem, pela 
expressão da proteína sintetizada a partir do gene alvo, ou pelo próprio estudo das 
utilidades do gene em si. A diferença estrutural entre esses dois tipos de vetores 
consiste na presença de uma região promotora, nos vetores de expressão, permitindo 
a transcrição e tradução do gene nele inserido (ADDGENE, 2017).

Pela sua maneabilidade, os plasmídeos são os vetores de excelência para a 
clonagem de genes ou fragmentos de DNA específicos, apesar de também serem 
usados na construção de bibliotecas de genes, hoje em dia a clonagem tem interesses 
múltiplos no âmbito da engenharia  genética, tais como  isolamento de  um 
gene particular, parte de um gene, ou região de um genoma e produção de um RNA 
particular e proteínas moleculares em grandes quantidades (WATSON, 2015).

A tecnologia do DNA recombinante engloba a alteração genética de um material, 
externo ao organismo, e a inserção deste material alterado no organismo para que 
características sejam obtidas em organismos vivos ou em seus produtos. Sendo 
assim, essa tecnologia envolve a inserção de um fragmento de DNA a partir de uma 
sequência genética desejada, através de um vetor apropriado (KHAN et al.,2016).
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2 | 	MATERIAL E MÉTODOS / METODOLOGIA

2.1	Material necessário

Água ultra pura; Glicerol; DNA para transformação (vetor com ou sem inserto); 
E. coli DH5α eletrocompetente; Meio líquido LB (Cloreto de sódio, extrato de levedura, 
triptona ou peptona); Cubas de eletroporação; Eletroporador (Gene Pulser Xcell); 
Placas com meio LB e o antibiótico apropriado para seleção dos transformantes, de 
acordo com o vetor utilizado (Ampicilina, Canamicina e Clorofenicol) e outro qualquer 
agente de seleção, por exemplo: X-Gal, para os vetores que o possuem; Demais 
instrumentos para pipetagem/banho de gelo; GET (25mM Tris-HCl pH 8,0; 10mM 
EDTA; 50mM Glicose); Acetato de amônia; Isopropanol; Etanol; TE (10mM Tris-HCl 
pH 8,0; 0,1mM EDTA); Solução de lise (100µL de SDS 10%, 200µL de NaOH 1M,

700µL de H2O ultra pura autoclavada).

2.2	Método de preparo de células de E. coli eletrocompetentes.

O processo de indução de competência ao processo de eletroporação para 
Escherichia coli se inicia através da inoculação de uma colônia dessas bactérias 
em 50mL de meio LB (Luria-Bertani) com 0,5% de NaCl, realizando o crescimento a 
37°C e 200 rpm, overnight, em uma incubadora. No dia seguinte, é necessário separar 
1mL de meio LB, antes de inocular, para ser utilizado como branco nas medidas de 
densidade óptica a 600nm em espectofotômetro. Logo após, ocorre a transferência 
de 2,5% da cultura crescida para 1L de meio LB (dividido em volumes de 500mL em 
dois erlens de 2L), realizando a incubação a 37°C e 200rpm, até atingir DO 0,6 a 
600nm. Após esse processo, deve-se esfriar os frascos em gelos de 15 a 30 minutos 
e centrifugar por 20 minutos a 4000 rpm em centrífuga refrigerada, removendo com 
cuidado os sobrenadantes após centrifugação e ressuspender as células em 1L e 
água ultra pura estéril e gelada, realizando uma nova centrifugação por 20 minutos 
a 4000rpm e 4°C. Novamente deve-se descartar o sobrenadante e ressuspender as 
células cuidadosamente em 10mL de glicerol 10% estéril e gelado, realizando uma nova 
centrifugação por 10 minutos a 4000rpm e 4°C. Por fim, deve-se descartar novamente 
o sobrenadante e ressuspender as células cuidadosamente em 2 a 3mL de glicerol 
10% gelado e estéril, fazendo com que as células permaneçam bem concentradas, 
aliquotar 40µL de células em microtubos de 500µL estéreis e gelados, mantendo-os 
sempre em gelo, e estocar a -80°C.

2.2.1	 Método de execução de transformação de E. coli por eletroporação.

O procedimento deve se iniciar com a esterilização das cubetas com etanol e 
deixa-las secando no fluxo laminar. Enquanto ocorre a secagem das cubetas, deve-
se manter microtubos contendo 40µL de E. coli DH5α eletrocompetente em banho de 
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gelo. Assim que as cubetas estiverem secas também devem ser mantidas em banho 
de gelo, sendo o restante do processo realizado dessa forma, em baixa temperatura. 
Terminando esses preparos iniciais, deve-se pipetar 1 ou 0,5μL do DNA para 
transformação no microtubo contendo a bactéria eletrocompetente e homogeneizar o 
material.  

Após a homogeneização, o conteúdo presente no  microtubo  deve  ser transferido 
para a cubeta (contendo aproximadamente 41μL) e deve ser levado ao eletroporador, 
em banho de gelo. Antes de colocar a cubeta no eletroporador é necessário verificar 
se existe a presença de bolhas na cultura líquida, realizar retirada das bolhas presentes 
através de movimentos bruscos, e retirar o excesso de umidade presente nas placas 
metálicas da cubeta. O pulso aplicado na cubeta deve ser ajustado entre 1800 e 
2000V no eletroporador. 

Após a eletroporação o material deve ser levado de volta ao fluxo laminar, em 
banho de gelo, onde será adicionado 1mL de meio LB à cubeta e depois será transferido 
o meio líquido com as células eletroporadas para um novo microtubo, estéril. Dessa 
forma, as células eletroporadas são colocadas na incubadora a 200rpm e 37°C por 
uma hora, no mínimo, para que as células bacterianas possam produzir as proteínas 
contidas no plasmídeo e a sua seleção em meio sólido possa ocorrer. 

Sendo assim, após o período de incubação, 100μL das células contidas no 
microtubo devem ser plaqueadas em meio LB sólido seletivo de acordo com a resistência 
conferida pelo plasmídeo, para crescimento apenas das bactérias transformadas. A 
incubação das placas deve ser mantida a 37°C por 16h em estufa. 

É importante pontuar que a corrente elétrica gerada para ocorrer a abertura de 
poros dentro das células bactériadas foi utilizada segundo o protocolo pré-estabelecido 
do equipamento, Gene Pulser Xcell, o qual configurava os seguintes parâmetros: 
1800V, 25μF, 200Ω, utilizando uma cubeta de 0.1cm, um volume de células de 20μL e 
um pulso de decadência exponencial. O meio LB utilizado foi feito a partir de cloreto 
de sódio, extrato de levedura, triptona (Kasvi) e ágar (apenas no meio sólido).

2.2.2	 Inoculação das bactérias transformadas

Após o crescimento das bactérias em placas de meio LB sólido, uma colônia foi 
retirada para que pudesse realizar seu crescimento em meio líquido. Para realizar a 
transferência de uma colônia isolada é necessário a utilização de um fluxo laminar, de 
tubos de ensaio de 10mL e palitos de dente autoclavados.

 Sendo assim, foi executada a transferência de uma colônia isolada, a partir da 
utilização do palito de dente autoclavado para retirar a colônia do meio de cultura, para 
o tubo de ensaio contendo 10mL de meio LB líquido e 10μL do antibiótico específico, 
segundo o plasmídeo utilizado, deixando o palito em contato com o meio. O tubo de 
ensaio, então, é levado para a incubadora, onde deve ser mantido em uma rotação de 
200rpm e 37°C, overnight.
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2.2.3	 Extração dos plasmídeos replicados

Após o crescimento das bactérias em meio líquido, o conteúdo presente no tubo 
de ensaio é transferido para microtubos de 2mL e centrifugado por 5 minutos a 
13000rpm. 

Ao fim da centrifugação, o sobrenadante presente no microtubo foi retirado e o 
conteúdo ainda restante no tubo de ensaio foi transferido para o microtubo para uma 
nova centrifugação, nos mesmos parâmetros. O processo é repetido até que todo o 
volume contido no tubo de ensaio tenha sido transferido e centrifugado no microtubo, 
realizando a retirada do sobrenadante. 

Após todas as centrifugações é adicionado 100μL de GET ao microtubo, 
ressuspendendo o pellet com uma pipeta.  Adiciona-se 300μL de solução de lise, 
depois da ressuspensão, realizando a mistura do material por inversão, gentilmente, 
em temperatura ambiente e por no máximo 5 minutos. Em seguida é adicionado 
300μL de acetato de amônia 7,5M, realizando uma mistura rápida e vigorosa por 
inversão. O material, então, é levado para centrifugação a 13000rpm por 10 minutos, 
transferindo-se o sobrenadante, após a centrifugação, para um novo microtubo de 
1,5mL. Sendo assim, deve-se adicionar 700μL de isopropanol e deixar o material em 
repouso no freezer durante, no mínimo, 30 minutos. 

Após o período de repouso, o material é novamente centrifugado a 13000rpm, a 
4°C, por 10 minutos, ocorrendo a remoção do sobrenadante logo em seguida para 
a adição de 300μL de etanol 70% gelado, homogeneização gentil e nova centrifugação 
do material a 13000rpm, a 4°C, durante 3 a 4 minutos. Em seguida, retira-se o 
sobrenadante e o tubo é colocado, aberto e na posição horizontal, na estufa, a 37°C, 
durante 10 a 20 minutos para a secagem do pellet.  Por fim, o material é ressuspendido 
em 50μL de TE e é acrescentado 1μL de RNase a 10mg/mL (DNAse free) ao tubo 
contendo o material a 37°C por 30 minutos.

2.2.4	 Eletroforese

Ao fim do processo de extração do DNA dos plasmídeos contidos nas células 
bacterianas, foi realizado uma eletroforese do DNA desses plasmídeos para verificar 
a pureza do conteúdo. Esse processo é importante pois caso haja alguma falha no 
processo de extração, pode haver apresentação de outros conteúdos além do DNA 
dos plasmídeos no produto final. 

A eletroforese foi realizada a partir da preparação de um gel de agarose (0,8%) 
e de uma cuba para eletroforese, montada segundo o fabricante (Kasvi). O tampão 
tae, composto de 4,84g de Tris Base, 1,14mL de ácido acético glacial, 2mL de EDTA 
0,5M pH 8,0 e ddH2O, foi utilizado na preparação do gel e na corrida. Os parâmetros 
utilizados na corrida foram: 80V, por aproximadamente 1h. Foi utilizado o gel red 
como corante no gel de agarose, em uma proporção de 1:100.
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3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO

A partir da execução do método de eletroporação nas bactérias eletrocompetentes 
produzidas no laboratório de Citotoxicidade do Núcleo de Pesquisa e Desenvolvimento 
de Medicamentos (NPDM), localizado na Universidade Federal do Ceará (UFC), 
seguindo o protocolo padrão já estabelecido dentro do laboratório, podemos afirmar que 
a transformação das bactérias pelos plasmídeos utilizados, os quais são considerados 
variações de pET e pGEM, foi bem sucedida, assim como o processo de extração pela 
miniprep, como podemos observar na eletroforese realizada (Figura 1), sinalizando 
um resultado positivo.

Figura 1: Da esquerda para a direita, considerando a primeira banda como o peso molecular: 
pET28aGST-tev; pETDuet-1; pET28aSUMO; pETTEVplus; pETTEV; pMAL-c4X; pGEX-

4T1; pET7-GroES; pET-Blue2; pET3a; pET11d; pET29a; pcDNA3.1/Neo; pcDNA3.1/Hygro; 
pcDNA3.1/Hygro-myc; pcDNA3.1/Hygro-His6; pcDNA3-FLAG; pcDNA3-FLAG-GFP; pGEM- 

mKO2.

Na manutenção da saúde e tratamento de doenças, existem várias formas da 
tecnologia do DNA recombinante ser aplicada. A terapia gênica pode ser utilizada 
também em combinação com a terapia medicamentosa e, segundo testes, pode 
oferecer proteção às células tronco hematopoiéticas da quimioterapia por agentes 
alquilantes contra glioblastoma (KHAN et al., 2016).

Assim como descrito por Vilela (2007), o uso da tecnologia do DNA recombinante 
para a produção de anticorpos contra um antígeno específico é totalmente possível, 
através da técnica de clonagem gênica e manipulação da expressão proteica em 
E. coli. O procedimento de produção é relativamente simples e menos oneroso do 
que aquele envolvido na obtenção de proteínas recombinantes (DINIZ, 2 0 1 0 ).  A 
a p l i c a ç ã o  desta tecnologia consiste basicamente em escolher uma imunoglobulina 
e posteriormente empregar a metodologia para fundir o DNA codificante da região 
variável da cadeia pesada do anticorpo com o DNA codificante para a região constante 
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(SCALLON, 2006).
A tecnologia do DNA recombinante pode ser usada através de diferentes 

estratégias, a depender do objetivo que se pretende alcançar. Na produção de vacinas 
é possível realizar a produção de proteínas recombinantes em sistemas heterólogos, 
com E. coli, manipulação genética para a inserção de genes que codifiquem antígenos 
e imunização com plasmídeos recombinantes (DINIZ, 2010).

A produção de anticorpos monoclonais através da técnica também pode 
ser realizada, em que serão produzidos anticorpos cujos alvos serão proteínas de 
membranas e receptores de membranas (FILPULA, 2007). O uso terapêutico de 
anticorpos monoclonais em pacientes com tumores sólidos tem demonstrado uma 
taxa maior de sucesso com os anticorpos específicos para o Fator de Crescimento 
Endotelial Vascular (VEGF) e para o Receptor do Fator de Crescimento Endotelial 
(EGFR) (SCOTT, 2012).

Outra aplicação desta tecnologia refere-se ao desenvolvimento de receptores 
antigênicos quiméricos (CARs) expressos em células T. Esses receptores, compostos 
por domínios anticorpo-ligante conectados com domínios que ativam as células 
T, podem superar a tolerância admitindo que células T respondam a antígenos de 
superfície celular. Sendo assim, estudos realizados por Tey (2007), foram capazes de 
verificar a reatividade de células apresentando esses tipos de receptores contra o 
tumor, utilizando um CAR de CD30 para Doença de Hodgkin refratária, assim como 
CAR direcionado a GD2, expresso no vírus Epstein-Barr. A partir desses estudos foi 
introduzida uma técnica de transplantação de células T reativas a tumores por meio 
da expressão de receptores antigênicos quiméricos contra o tumor, obtendo também 
um gene indutor de apoptose para uma função suicida casos essas células T venham 
a gerar reatividade contra o hospedeiro (doença do enxerto contra o hospedeiro) (TEY 
et al., 2007; LAM et al., 2013).

Citocinas são polipeptídeos que regulam a resposta inflamatória e a resposta 
imune de um indivíduo, provendo sinais importantes de patologias na fisiologia de um 
organismo. Elas fazem parte de um grupo de mediadores relevantes dentro de uma 
rede complexa e coordenada que rege as repostas inflamatórias, além de exercerem 
ações pleiotrópicas, são produzidas por uma grande quantidade de células e são 
capazes de realizar trabalhos terapêuticos no organismo (NAVARRO-GONZÁLEZ, 
2008).  Citocinas que estão relacionadas à ativação ou à proliferação das células 
do sistema imune podem ser usadas como estratégia para induzir o aumento da 
resposta desejada de uma vacina de DNA.  Em estudos feitos por Diniz (2010), 
desenvolveram uma terceira versão das vacinas de DNA para tumores induzidos por 
HPV-16, coadministrada de plasmídeos que expressam as citocinas IL-12 ou GM-
CSF em combinação com os plasmídeos que expressam a E7 ou E7E6E5 de HPV-
16 fusionados à gD de HSV-1. Através desta abordagem, obteve- se resposta de 
imunização máxima, ou seja, foi obtido um efeito protetor terapêutico de 100% nos 
camundongos usados no experimento.
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Em uma revisão feita por Baigent (2002), ele apresenta dados do uso de 
Interleucina-2 recombinante humana (Proleucina®) no tratamento de Carcinoma 
Metastático Renal (CMR) e de Melanoma Metastático (MM), em subgrupos de 
pacientes de CMR e MM obteve-se, respectivamente, respostas completas e duráveis 
de aproximadamente 7% e 6%, afirmando que estudos realizados dizem que pacientes 
tratados com a Proleucina® viveram por mais de 10 anos após o tratamento. A substância 
não possui efeito antitumoral, ao invés disso, acredita-se que ela estimula o sistema 
imune a reconhecer as células tumorais como células “estrangeiras”. As células 
tumorais frequentemente desenvolvem mecanismos para passarem despercebidas 
pelo sistema imune, o qual confunde células sadias com células mutadas.

A utilização de RNAs de pequena interferência (siRNA) também é capaz de 
gerar receptores de células T (TCRs) de atividade antitumoral aumentada, através 
da recombinação genética utilizando vetores genéticos. Essa maior atividade ocorre 
pela eliminação ou redução de expressão de componentes endógenos que ajudam 
a diminuir o despareamento desses receptores, sem mencionar que genes de TCR 
podem ser utilizados para redirecionar células T contra uma variedade de antígenos 
antitumorais (KERSHAW; WESTWOOD; DARCY, 2013). 

A partir de estudos realizados pelo grupo de pesquisadores de Kim (2006), foi 
realizada a produção de um peptídeo rico em arginina que pode atuar como carreador 
de siRNA. Segundo esse grupo de pesquisadores, o Fator de Crescimento Endotelial 
Vascular (VEGF) pode ser inibido por esse siRNA desenvolvido. Para localizar 
tumores ativos também desenvolveram um carreador de gene bioredutível conjugado 
com o peptídeo NGR, o qual pode ser revelado por imagem e poderia ser utilizado 
para direcionar plasmídeos para o local do tumor, mas ainda existem dúvidas se a 
expressão ocorreria (KIM et al., 2006; SON et al., 2012; LAM et al., 2013).

Inúmeros dados têm sido acumulados acerca de miRNAs, constantemente eles 
estão envolvidos em diferentes processos celulares de diferenciação, proliferação, 
sobrevivência e morte programada. Desse modo, não é novidade que alterações 
na expressão e na função de miRNA estejam relacionadas ao desenvolvimento de 
estados neoplásicos em um organismo. Genes clássicos podem ser superexpressos ou 
silenciados de acordo com seu papel no desenvolvimento do câncer e anormalidades 
em suas expressões e funções podem ser associadas como marcadores tumorais 
(PASCULLI, 2015).

 Diferentes níveis de expressão de miRNA podem ser encontrados em diferentes 
tecidos sadios e em tecidos tumorais, como no caso de câncer de mama, colorretal, 
glioblastoma, adenocarcinomas, entre outros (BERINDAN-NEAGOE et al., 2015). 
Sobretudo, a literatura tem demonstrado que o fenótipo do câncer é caracterizado por 
uma redução geral de miRNA em relação a tecidos sadios, o que corrobora sobre o 
papel do miRNA na manutenção e diferenciação celular e homeostasia do organismo 
(PASCULLI, 2015).

O uso de injeções peri-tumorais de miRNA no tratamento de camundongos 
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com tumores de próstatas apresentou bons resultados na redução do crescimento 
tumoral em comparação ao grupo controle (ISCAIFE, 2016). Uma série de estudos 
sobre ganho e perda de função gênica em combinação com a predição de alvo 
demonstraram que alterações na expressão de miRNAs podem afetar não somente o 
processo tumorigênico, mas também a sensibilidade celular às drogas. Desse modo, 
o uso da tecnologia do DNA recombinante para produção de sequências gênicas que 
tenham como alvo miRNAs e os mecanismos que cercam os RNAs endógenos podem 
representar um vasto campo para o desenvolvimento de novas terapias contra o 
câncer, como por exemplo, o anticorpo monoclonal Herceptin® representa o primeiro 
medicamento alvo-específico para pacientes com câncer de mama que possuem 
mutação no gene HER-2 (BERINDAN-NEAGOE et al., 2015)

4 | 	CONCLUSÃO

O método de eletroporação é altamente eficaz, já que a maioria das bactérias 
foram capazes de ser transfectadas pelo processo, e de simples execução, dependendo 
somente de treinamento nas técnicas para a realização do método e um pouco de 
conhecimento teórico sobre o assunto para que seja executado de forma eficiente, 
segundo o protocolo.

A partir dos experimentos realizados, foi capaz de entender que existem alguns 
interferentes no processo de eletroporação, pois mesmo com o cuidado de realizar a 
tirada de bolhas presentes no meio e enxugar as placas metálicas ainda assim pode 
ocorrer uma falha no processo e a corrente ser conduzida pelo meio. 

As regras de biossegurança também podem ser consideradas um importante 
parâmetro para a obtenção de resultados positivos, pois quando não são bem 
executadas podem acontecer acidentes ou ocorrência de resultados inesperados 
enquanto quando bem executadas geralmente o resultado esperado é alcançado.
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