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APRESENTACAO

Farmacia e Biomedicina integram o time das ciéncias da saude que constituem
nas areas que estudam sobre a vida, a saude e a doenca. No qual focam na manutencéo
e na melhoria da saude para o individuo, grupos especificos e comunidades.

A obra “Biomedicina e Farmacia: Aproximagdes” consiste de uma série de livro
(E-book) de publicagao da Atena Editora, em seus 28 capitulos de artigos cientificos
do volume I, a qual abordam tematicas atualizadas de diferentes ambitos que vao
desde relatos de casos até a analise de medicamentos, plantas e microbiologia, entre
outros.

Sendo assim, almejamos que este livio possa contribuir com informagdes
pertinentes e atualizadas para os estudantes e profissionais da area de farmacia e
biomedicina, oportunizando a ampliagdo dos conhecimentos sobre o tema.

Desejamos a todos uma boa leitura!

Leticia Bandeira Mascarenhas Lopes
Tiago Sousa Melo
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RESUMO: Através da tecnologia do DNA
recombinante, varias opc¢oes terapéuticas
foram introduzidas na medicina, possibilitando
tratamento para doencas que nao podem
ser tratadas por drogas convencionais. Essa
tecnologia envolve a clonagem de DNA exdgeno
em Escherichia coli. Sendo assim, o objetivo
deste trabalho é apresentar a eletroporacao,
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uma técnica de transformacédo genética em
E. coli com um conjunto de plasmideos de
diferentes aplicagdes. Essa técnica foi realizada
com a cepa TOP10 previamente submetida a
um processo de eletrocompeténcia. A bactéria
foi submetida a campo elétrico de alta voltagem
em eletroporador, na presenca do plasmideo,
que foi incorporado ao citoplasma das células
transformantes. Uma incubagdo em meio LB
liquido a 37°C por 1h foi realizada, seguido
de centrifugacdo e uma nova incubacéo a
37°C por 16 h. O antibi6tico do meio seletivo foi
escolhido de acordo com a marca de resisténcia
do plasmideo transformado. Apds o crescimento
em meio sélido, uma col6nia transformante foi
inoculada em meio LB liquido seletivo a 37°C
por 16 h. A cultura liquida foi centrifugada e o
precipitado foi empregado na purificagdo dos
plasmideos clonados, processo denominado
“miniprep”. A partir da execucao da técnica foi
possivel a obtencéo de plasmideos puros, sem
contaminagdo no processo de extracdo, e em
maior numero. Portanto, foi possivel concluir
gue a técnica é de facil execugao e apresenta
alta eficacia para a clonagem de plasmideos
em E. coli.

PALAVRAS-CHAVE: DNA recombinante.
Eletroporacéo. 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 37°C for
1h was performed. After that a centrifugation and another incubation at 37°C 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 37°C 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.

11 INTRODUCAO

Um gene pode ser caracterizado como uma sequéncia de DNA que contém
toda a cadeia de nucleotideos necessarios e suficientes para a produgédo de um
produto correspondente. Qualquer fragmento de DNA pode ser clonado, a mais
simples destas maneiras envolve a inser¢cdo de um fragmento de DNA particular no
DNA gendmico purificado de um elemento genético que se autorreplica — plasmideo
(ALBERTS et al., 2010).

Podemos considerar que, com o inicio do século XXI, devido a grande evolugéao
na tecnologia do sequenciamento genético, foi possivel identificar uma parte
consideravel de determinadas sequéncias constituidas por segmentos de DNA
com capacidade de movimentar-se dentro de genomas ou mesmo entre diferentes
genomas e células. Esses segmentos s&o chamados de elementos genéticos méveis
(ZAHA; FERREIRA; PASSAGLIA, 2014). Entre esses elementos genéticos méveis
podemos citar os plasmideos, sendo estes extracromossémicos 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 plasmideos tornaram-se ferramentas de uso essencial nas técnicas de
biologia molecular devido a suas caracteristicas, tais como: s&o autorreplicaveis; séo
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maleaveis; possuem estabilidade; sdo multifuncionais (WATSON, 2015). E importante
mencionar que a base de conhecimento para utilizagdo dos plasmideos vem da
observacdao de um processo de recombinacao genética natural, como o que ocorre
em bactérias. Os plasmideos mais usados na tecnologia do DNA recombinante sao
aqueles que replicam em E. coli a informacao genética responsavel pela codificacao
de antigenos com aplicagédo vacinal, como sera discutido mais a frente, & realizada
a clonagem e propagacéao em linhagens de E. coli, um habitante inofensivo de nossa
microbiota intestinal. Utilizados como vetores de clonagem, estes plasmideos foram
otimizados com a remocéao de partes desnecessarias de plasmideos naturais de E.
coli, contendo agora somente as regides essenciais para a clonagem do DNA: uma
origem de replicacéo - estrutura que possibilita a replicacao do DNA plasmidial dentro
da célula inserida; um marcador que permite a selecdo — geralmente é um gene de
resisténcia a farmaco; uma regido a qual fragmentos de DNA exégenos podem ser
inseridos; Regido Promotora - projetado para recrutar maquinaria transcricional
de um determinado organismo ou grupo de organismos (LODISH, 2014; ADDGENE,
2017).

Além de obter uma classificacao funcional, por serem ferramentas utilizadas na
recombinacdo de DNA, os plasmideos também apresentam uma classificacdo de
acordo com sua aplicacéo em laboratorio. Os mais conhecidos dentre esses tipos séo:
os vetores de clonagem, responsaveis pelo aumento da quantidade de plasmideos;
e 0s vetores de expressdo, 0s quais sao responsaveis, além da clonagem, pela
expressao da proteina sintetizada a partir do gene alvo, ou pelo préprio estudo das
utilidades do gene em si. A diferenca estrutural entre esses dois tipos de vetores
consiste na presenga de uma regido promotora, nos vetores de expressao, permitindo
a transcrigéo e traducéo do gene nele inserido (ADDGENE, 2017).

Pela sua maneabilidade, os plasmideos sdo os vetores de exceléncia para a
clonagem de genes ou fragmentos de DNA especificos, apesar de também serem
usados na construcao de bibliotecas de genes, hoje em dia a clonagem tem interesses
multiplos no ambito da engenharia genética, tais como isolamento de um
gene particular, parte de um gene, ou regido de um genoma e producdo de um RNA
particular e proteinas moleculares em grandes quantidades (WATSON, 2015).

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

2.1 Material necessario

Agua ultra pura; Glicerol; DNA para transformacéo (vetor com ou sem inserto);
E. coliDH5a eletrocompetente; Meio liquido LB (Cloreto de sodio, extrato de levedura,
triptona ou peptona); Cubas de eletroporacao; Eletroporador (Gene Pulser Xcell);
Placas com meio LB e o antibiético apropriado para selecado dos transformantes, de
acordo com o vetor utilizado (Ampicilina, Canamicina e Clorofenicol) e outro qualquer
agente de selecéo, por exemplo: X-Gal, para os vetores que o possuem; Demais
instrumentos para pipetagem/banho de gelo; GET (25mM Tris-HCI pH 8,0; 10mM
EDTA; 50mM Glicose); Acetato de amoénia; Isopropanol; Etanol; TE (10mM Tris-HCI
pH 8,0; 0,1imM EDTA); Solugcao de lise (100uL de SDS 10%, 200uL de NaOH 1M,

700uL de H20 ultra pura autoclavada).

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

O processo de inducdo de competéncia ao processo de eletroporacéo para
Escherichia coli se inicia através da inoculacdo de uma coldnia 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, & necessario separar
1mL de meio LB, antes de inocular, para ser utilizado como branco nas medidas de
densidade 6ptica a 600nm em espectofotébmetro. Logo apds, ocorre a transferéncia
de 2,5% da cultura crescida para 1L de meio LB (dividido em volumes de 500mL em
dois erlens de 2L), realizando a incubacédo a 37°C e 200rpm, até atingir DO 0,6 a
600nm. Apds esse processo, deve-se esfriar os frascos em gelos de 15 a 30 minutos
e centrifugar por 20 minutos a 4000 rpm em centrifuga refrigerada, removendo com
cuidado os sobrenadantes apés centrifugacado e ressuspender as células em 1L e
agua ultra pura estéril e gelada, realizando uma nova centrifugagao 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
centrifugacao 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 permane¢gam bem concentradas,
aliquotar 40uL de células em microtubos de 500uL estéreis e gelados, mantendo-os
sempre em gelo, e estocar a -80°C.

2.2.1 Método de execugdo de transformacéo de E. coli por eletroporagéo.

O procedimento deve se iniciar com a esterilizacdo das cubetas com etanol e
deixa-las secando no fluxo laminar. Enquanto ocorre a secagem das cubetas, deve-
se manter microtubos contendo 40uL de E. coli DH5a 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 0,5uL do DNA para
transformacao no microtubo contendo a bactéria eletrocompetente e homogeneizar o
material.

Apo6s ahomogeneizacgéo, o conteudo presente no microtubo deve sertransferido
para a cubeta (contendo aproximadamente 41L) e deve ser levado ao eletroporador,
em banho de gelo. Antes de colocar a cubeta no eletroporador é necessario verificar
se existe a presencga de bolhas na cultura liquida, realizar retirada das bolhas presentes
através de movimentos bruscos, e retirar o excesso de umidade presente nas placas
metalicas da cubeta. O pulso aplicado na cubeta deve ser ajustado entre 1800 e
2000V no eletroporador.

ApoOs a eletroporacdo o material deve ser levado de volta ao fluxo laminar, em
banho de gelo, onde sera adicionado 1mL de meio LB a cubeta e depois seré transferido
0 meio liquido com as células eletroporadas para um novo microtubo, estéril. Dessa
forma, as células eletroporadas séo colocadas na incubadora a 200rpm e 37°C por
uma hora, no minimo, para que as células bacterianas possam produzir as proteinas
contidas no plasmideo e a sua selecdo em meio sélido possa ocorrer.

Sendo assim, apds o periodo de incubacédo, 100uL das células contidas no
microtubo devem ser plaqueadas em meio LB solido seletivo de acordo com aresisténcia
conferida pelo plasmideo, para crescimento apenas das bactérias transformadas. A
incubacao das placas deve ser mantida a 37°C por 16h em estufa.

E 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 parametros:
1800V, 25uF, 200Q), utilizando uma cubeta de 0.1cm, um volume de células de 20uL e
um pulso de decadéncia exponencial. O meio LB utilizado foi feito a partir de cloreto
de sodio, extrato de levedura, triptona (Kasvi) e agar (apenas no meio sélido).

2.2.2 Inoculacdo das bactérias transformadas

ApOs o crescimento das bactérias em placas de meio LB sélido, uma colénia foi
retirada para que pudesse realizar seu crescimento em meio liquido. Para realizar a
transferéncia de uma col6nia isolada é necessario a utilizacdo de um fluxo laminar, de
tubos de ensaio de 10mL e palitos de dente autoclavados.

Sendo assim, foi executada a transferéncia de uma col6nia isolada, a partir da
utilizacao do palito de dente autoclavado para retirar a colénia do meio de cultura, para
o tubo de ensaio contendo 10mL de meio LB liquido e 10pL do antibiético especifico,
segundo o plasmideo utilizado, deixando o palito em contato com o meio. O tubo de
ensaio, entdo, € levado para a incubadora, onde deve ser mantido em uma rotacao de

200rpm e 37°C, overnight.
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2.2.3 Extracdo dos plasmideos replicados

Apbs o crescimento das bactérias em meio liquido, o contetdo presente no tubo
de ensaio € transferido para microtubos de 2mL e centrifugado por 5 minutos a
13000rpm.

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

Apé6s todas as centrifugacbes é adicionado 100uL de GET ao microtubo,
ressuspendendo o pellet com uma pipeta. Adiciona-se 300uL de solucdo de lise,
depois da ressuspensao, realizando a mistura do material por inverséao, gentiimente,
em temperatura ambiente e por no maximo 5 minutos. Em seguida é adicionado
300uL de acetato de aménia 7,5M, realizando uma mistura rapida e vigorosa por
inversdo. O material, entdo, é levado para centrifugacao a 13000rpm por 10 minutos,
transferindo-se o sobrenadante, ap0s a centrifugacédo, para um novo microtubo de
1,5mL. Sendo assim, deve-se adicionar 700L de isopropanol e deixar o material em
repouso no freezer durante, no minimo, 30 minutos.

ApOs o periodo de repouso, o material € novamente centrifugado a 13000rpm, a
4°C, por 10 minutos, ocorrendo a remoc¢ao do sobrenadante logo em seguida para
a adicao de 300pL de etanol 70% gelado, homogeneizacao gentil e nova centrifugacao
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 posicéo horizontal, na estufa, a 37°C,
durante 10 a 20 minutos para a secagem do pellet. Por fim, o material é ressuspendido
em 50uL de TE e é acrescentado 1uL 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 extracdo do DNA dos plasmideos contidos nas células
bacterianas, foi realizado uma eletroforese do DNA desses plasmideos para verificar
a pureza do conteudo. Esse processo € importante pois caso haja alguma falha no
processo de extracdo, pode haver apresentacdo de outros contetdos além do DNA
dos plasmideos no produto final.

A eletroforese foi realizada a partir da preparacao de um gel de agarose (0,8%)
e de uma cuba para eletroforese, montada segundo o fabricante (Kasvi). O tampéao
tae, composto de 4,84g de Tris Base, 1,14mL de acido acético glacial, 2mL de EDTA
0,5M pH 8,0 e ddH20, foi utilizado na preparagéo do gel e na corrida. Os parametros
utilizados na corrida foram: 80V, por aproximadamente 1h. Foi utilizado o gel red
como corante no gel de agarose, em uma proporcao de 1:100.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apartir da execucao do método de eletroporacao nas bactérias eletrocompetentes
produzidas no laboratorio de Citotoxicidade do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento
de Medicamentos (NPDM), localizado na Universidade Federal do Ceara (UFC),
seguindo o protocolo padrao ja estabelecido dentro do laborat6rio, podemos afirmar que
a transformacéo das bactérias pelos plasmideos utilizados, os quais s&o considerados
variacoes de pET e pGEM, foi bem sucedida, assim como o processo de extracao 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;
pcDNAS3.1/Hygro-myc; pcDNA3.1/Hygro-His6; pcDNA3-FLAG; pcDNA3-FLAG-GFP; pGEM-

mKO2.

Na manutencéo da saude e tratamento de doencas, existem varias formas da
tecnologia do DNA recombinante ser aplicada. A terapia génica pode ser utilizada
também em combinagcdo com a terapia medicamentosa e, segundo testes, pode
oferecer protecdo as 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 producdo de anticorpos contra um antigeno especifico € totalmente possivel,
através da técnica de clonagem génica e manipulagcdo da expressao proteica em
E. coli. O procedimento de producéo é relativamente simples e menos oneroso do
gue aquele envolvido na obtencédo de proteinas recombinantes (DINIZ, 2010). A
aplicagao destatecnologia consiste basicamente em escolher uma imunoglobulina
e posteriormente empregar a metodologia para fundir o DNA codificante da regiao
variavel da cadeia pesada do anticorpo com o DNA codificante para a regido 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 alcancar. Na producao de vacinas
€ possivel realizar a producéo de proteinas recombinantes em sistemas heterdlogos,
com E. coli, manipulagao genética para a insercao de genes que codifiquem antigenos
e imunizac&o com plasmideos recombinantes (DINIZ, 2010).

A producdo de anticorpos monoclonais através da técnica também pode
ser realizada, em que serdo produzidos anticorpos cujos alvos serdo proteinas de
membranas e receptores de membranas (FILPULA, 2007). O uso terapéutico de
anticorpos monoclonais em pacientes com tumores solidos tem demonstrado uma
taxa maior de sucesso com o0s anticorpos especificos para o Fator de Crescimento
Endotelial Vascular (VEGF) e para o Receptor do Fator de Crescimento Endotelial
(EGFR) (SCOTT, 2012).

Outra aplicacéo desta tecnologia refere-se ao desenvolvimento de receptores
antigénicos quiméricos (CARs) expressos em células T. Esses receptores, compostos
por dominios anticorpo-ligante conectados com dominios que ativam as células
T, podem superar a tolerancia admitindo que células T respondam a antigenos de
superficie 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 Doenca de Hodgkin refrataria, assim como
CAR direcionado a GD2, expresso no virus Epstein-Barr. A partir desses estudos foi
introduzida uma técnica de transplantacao de células T reativas a tumores por meio
da expressao de receptores antigénicos quiméricos contra o tumor, obtendo também
um gene indutor de apoptose para uma fung¢ao suicida casos essas células T venham
a gerar reatividade contra o hospedeiro (doenca do enxerto contra o hospedeiro) (TEY
et al., 2007; LAM et al., 2013).

Citocinas sao polipeptideos que regulam a resposta inflamatoria e a resposta
imune de um individuo, 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 inflamatdrias, além de exercerem
acbes pleiotropicas, séo produzidas por uma grande quantidade de células e séo
capazes de realizar trabalhos terapéuticos no organismo (NAVARRO-GONZALEZ,
2008). Citocinas que estao relacionadas a ativacdo ou a proliferacédo 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 versao das vacinas de DNA para tumores induzidos por
HPV-16, coadministrada de plasmideos que expressam as citocinas IL-12 ou GM-
CSF em combinagcdo com os plasmideos que expressam a E7 ou E7TEGE5 de HPV-
16 fusionados a gD de HSV-1. Através desta abordagem, obteve- se resposta de
imunizacdo méaxima, ou seja, foi obtido um efeito protetor terapéutico de 100% nos

camundongos usados no experimento.
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Em uma revisdo feita por Baigent (2002), ele apresenta dados do uso de
Interleucina-2 recombinante humana (Proleucina®) no tratamento de Carcinoma
Metastatico Renal (CMR) e de Melanoma Metastatico (MM), em subgrupos de
pacientes de CMR e MM obteve-se, respectivamente, respostas completas e duraveis
de aproximadamente 7% e 6%, afirmando que estudos realizados dizem que pacientes
tratados coma Proleucina®viveram pormais de 10 anos apés o tratamento. A substéancia
nao 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 utilizacdo de RNAs de pequena interferéncia (siRNA) também & capaz de
gerar receptores de células T (TCRs) de atividade antitumoral aumentada, através
da recombinacdo genética utilizando vetores genéticos. Essa maior atividade ocorre
pela eliminacéo ou reducéo de expressao de componentes enddgenos 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 antigenos
antitumorais (KERSHAW; WESTWOOD; DARCY, 2013).

A partir de estudos realizados pelo grupo de pesquisadores de Kim (2006), foi
realizada a producéo de um peptideo 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 bioredutivel conjugado
com o peptideo NGR, o qual pode ser revelado por imagem e poderia ser utilizado
para direcionar plasmideos para o local do tumor, mas ainda existem duvidas se a
expressao ocorreria (KIM et al., 2006; SON et al., 2012; LAM et al., 2013).

Inumeros dados tém sido acumulados acerca de miRNAs, constantemente eles
estdo envolvidos em diferentes processos celulares de diferenciacao, proliferacao,
sobrevivéncia e morte programada. Desse modo, ndo € novidade que alteracdes
na expressao e na funcdo de miRNA estejam relacionadas ao desenvolvimento de
estados neoplasicos em um organismo. Genes classicos podem ser superexpressos ou
silenciados de acordo com seu papel no desenvolvimento do cancer e anormalidades
em suas expressdes e fungdes podem ser associadas como marcadores tumorais
(PASCULLL, 2015).

Diferentes niveis de expressao de miRNA podem ser encontrados em diferentes
tecidos sadios e em tecidos tumorais, como no caso de cancer de mama, colorretal,
glioblastoma, adenocarcinomas, entre outros (BERINDAN-NEAGOE et al., 2015).
Sobretudo, a literatura tem demonstrado que o fenétipo do cancer é caracterizado por
uma redugao geral de miRNA em relacéo a tecidos sadios, o que corrobora sobre o
papel do miRNA na manutencéo e diferenciacao celular e homeostasia do organismo
(PASCULLLI, 2015).

O uso de injecdes peri-tumorais de miRNA no tratamento de camundongos
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com tumores de prOstatas apresentou bons resultados na reducdo do crescimento
tumoral em comparacéo ao grupo controle (ISCAIFE, 2016). Uma série de estudos
sobre ganho e perda de fungdo génica em combinacdo com a predicdo de alvo
demonstraram que alteracdes na expresséo de miRNAs podem afetar nao somente o
processo tumorigénico, mas também a sensibilidade celular as drogas. Desse modo,
0 uso da tecnologia do DNA recombinante para producéo de sequéncias génicas que
tenham como alvo miRNAs e os mecanismos que cercam os RNAs enddgenos podem
representar um vasto campo para o desenvolvimento de novas terapias contra o
cancer, como por exemplo, o anticorpo monoclonal Herceptin® representa o primeiro
medicamento alvo-especifico para pacientes com cancer de mama que possuem
mutacéo no gene HER-2 (BERINDAN-NEAGOE et al., 2015)

41 CONCLUSAO

O método de eletroporacéo € altamente eficaz, ja que a maioria das bactérias
foram capazes de ser transfectadas pelo processo, e de simples execucgao, dependendo
somente de treinamento nas técnicas para a realizacdo do método e um pouco de
conhecimento tebrico sobre 0 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 eletroporacéo, pois mesmo com o cuidado de realizar a
tirada de bolhas presentes no meio e enxugar as placas metélicas ainda assim pode
ocorrer uma falha no processo e a corrente ser conduzida pelo meio.

As regras de biosseguranca também podem ser consideradas um importante
parametro para a obtencdo de resultados positivos, pois quando ndo sédo bem
executadas podem acontecer acidentes ou ocorréncia de resultados inesperados
enquanto quando bem executadas geralmente o resultado esperado é alcancado.

AGRADECIMENTOS

Os autores e profissionais envolvidos no desenvolvimento deste projeto gostariam
de agradecer a todos que se disponibilizaram para que tudo fosse realizado dentro do
possivel e da melhor forma possivel.

Ao professor Dr. José Lima, reitor do Centro Universitario Christus (Unichristus) e
ao professor Dr. Manoel Odorico, diretor do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de
Medicamentos da Universidade Federal do Ceara (NPDM-UFC) por se disponibilizarem
e quebrarem barreiras ao promover 0 desenvolvimento cientifico entre instituicbes
publicas e privadas.

A professora Dr? Claudia Roberta, coordenadora geral do curso de Biomedicina
da Unichristus, por ser facilitadora e ajudar com oportunidades de experiéncia como

Biomedicina e Farmacia: Aproximagdes 3 Capitulo 23




essa no Laboratério de Oncologia Experimental do NPDM.

A professora Dr® Marcia Valéria, por ser nossa orientadora, se disponibilizar e
nos motivar a prosseguir na carreira cientifica, sempre fazendo o que estad a seu
alcance para que tudo ocorra conforme esperado.

A professora Dr* Raquel Montenegro, por se dispor a coordenar as atividades que
seriam realizadas, se disponibilizar e ser facilitadora na receptividade e engajamento
dos alunos dentro do Nucleo.

Ao professor Dr. Carlos Paier, por se responsabilizar, acompanhar, disponibilizar
e dedicar seu tempo ao ensino dos alunos que desenvolveriam as atividades nos
laboratérios do Nucleo.

REFERENCIAS

ADDGENE. Addgene Protocols: How to do a Bacterial Transformation. Disponivel em: https://www.
addgene.org/protocols/bacterial-transformation/. Acesso em: 23 de agosto de 2017.

ALBERTS, Bruce et al. Biologia Molecular da Célula. 5% edicao, Porto Alegre: Artmed, 2010. 1396p.

BAIGENT, G; BARNGROVER, D. Recombinant Interleukin-2 (aldesleukin) for oncology and HIV
disease and recombinant protein treatment (Fabrazyme) for Fabry’s disease (No. 14 in a series
of articles to promote a better understanding of the use of genetic engineering). Journal of
Biotechnology Volume 95, Issue 3, 23 May 2002, Pages 277-283.

Berindan-Neagoe, I; Monroig, P. d. C; Pasculli, B; Calin, G. A. MicroRNAome genome: A treasure
for cancer diagnosis and therapy. CA A Cancer Journal for Clinicians, 64: 311-336. 2014.

BROWN, T.A. Clonagem genica e analise de DNA: uma introducéo. 4°edicdo. Porto Alegre:
Artmed, 2003. 376p.

DINIZ, M.O; FERREIRA, L.C.S. Biotecnologia aplicada ao desenvolvimento de vacinas. Estud.
av., Sao Paulo, v. 24, n. 70, p. 19-30, 2010.

FERENC, Matthew. Plasmids 101: Common Lab E. coli Strains. 2014. Addgene. Disponivel em:
<http://blog.addgene.org/plasmids-101-common-lab-e-coli- strains>. Acesso em: 23 de agosto de
2017.

FILPULA, D. Antibody engineering and modification technologies. Biomolecular Engineering,
Amsterdam, v. 24, p. 201-215, 2007.

GOUVEA, A; PEREIRA, |.; BOLITO, L. et al. Controlo da Replicacio de Plasmideos. Engenharia
Biomédica. Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade de Coimbra. Universidade de
Coimbra, 2005. Acesso em 17 agosto de 2017. Disponivel em <http://www.fis.uc.pt/data/20042005/
apontamentos/apnt_1354_35.pdf>

ISCAIFE, Alexandre. O uso de microRNA para o tratamento do cancer de préstata: estudos in
vitro e in vivo / Alexandre Iscaife — Sdo Paulo, 2016. Tese de Doutorado — Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo.

KERSHAW, Michael H.; WESTWOOD, Jennifer A.; DARCY, Phillip K.. Gene- engineered T cells for
cancer therapy. Nature Reviews Cancer, [s.l.], v. 13, n. 8, p.525-541, 24 jul. 2013. Springer Nature.

KHAN, Suliman et al. Role of Recombinant DNA Technology to Improve Life. International Journal Of

Biomedicina e Farmacia: Aproximagdes 3 Capitulo 23



Genomics, [s.l.], v. 2016, p.1-14, 2016. Hindawi Limited.

KIM, Won Jong et al. Cholesteryl Oligoarginine Delivering Vascular Endothelial Growth Factor siRNA
Effectively Inhibits Tumor Growth in Colon Adenocarcinoma. Molecular Therapy, [s.l.], v. 14, n. 3,
p.343-350, set. 2006. Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1016/j.ymthe.2006.03.022.

LAM, P.; KHAN, G; STRIPECKE, R.; HUI, K.M.; KASAHARA, N.; PENG, K.W.GUINN, B.A. The
innovative evolution of cancer gene and cellular therapies. Cancer Gene Therapy. [s.l.], v. 20, n.
3, p.141-149, 1 fev. 2013. Springer Nature.

LODISH, H. Biologia Celular e Molecular. 7° Edicao. Porto Alegre: Artmed, 2014.1210p

Navarro-Gonzélez JF1, Mora-Fernandez C. The role of inflammatory cytokines in diabetic
nephropathy. J Am Soc Nephrol. March 2008 vol. 19 no. 3433-442.

PASCULLI, B; CALIN, G.A. RNA Interference in Cancer Therapy. Rev. Cell Biol. Mol. Medicine Vol 1,
n 3, 2015.

SCALLON, B.J; SNYDER, L.A; ANDERSON, M.G; CHEN, Q; YAN, L; WEINER, L.M; NAKADA,
M.T. A. Review of Antibody Therapeutics and Antibody- Related Technologies for Oncology. J
Immunother 2006; 29:351-364.

SCOTT, A.M; WOLCHOK, J.D; OLD, L.J. Antibody therapy of cancer. Nature Reviews Cancer 12,
278-287; April 2012.

SON, Sejin et al. Bioreducible Polymers for Gene Silencing and Delivery. Accounts Of Chemical
Research, [s.l.], v. 45, n. 7, p.1100-1112, 17 jul. 2012. American Chemical Society (ACS). http://dx.doi.
org/10.1021/ar200248u.

TEY, Siok-keen et al. Inducible Caspase 9 Suicide Gene to Improve the Safety of Allodepleted T Cells
after Haploidentical Stem Cell Transplantation. Biology Of Blood And Marrow Transplantation, [s.|.],
v. 13, n. 8, p.913-924, ago. 2007. Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1016/j.bbmt.2007.04.005.

VILELA, A.A; CALABRIA, L.K; COELHO, M.V; ESPINDOLA, F.S. Uso de proteina recombinante

e producao de anticorpo para miosina-v e dic no estudo de cérebro da abelha Apis melifera.
Universidade Federal de Uberlandia, Instituto de Genética e Bioquimica, Bloco 2E, sala 39, Av.. Para
s/ numero, CEP. 38400-920, Uberlandia-MG, foued@ufu.br.

WATSON, J.D; BAKER, T.A; BELL, S.P. Biologia Molecular do Gene. 7% Ed. Porto Alegre: Artmed,
2015.

ZAHA, Arnaldo; FERREIRA, Henrique Bunselmeyer; PASSAGLIA, Luciane M. P. Biologia Molecular
Basica. 5. ed. Porto Alegre: Artmed, 2014. 403 p.

Biomedicina e Farmacia: Aproximagdes 3 Capitulo 23




SOBRE OS ORGANIZADORES

LETiCIA BANDEIRA MASCARENHAS LOPES Farmacéutica, Graduada em Farmacia pelo
Centro Universitario INTA (UNINTA). Especialista em carater de Residéncia Multiprofissional
em Urgéncia e Emergéncia (SCMS e UNINTA), especialista em Gestédo e Logistica Hospitalar
pela Universidade Candido Mendes (UCAM), p6s - graduanda em Farmacia Clinica e Cuidados
Farmacéutico, pela Escola Superior da Amazénia (ESAMAZ), pés - graduanda em Analises
Clinicas e Microbiologia pela Universidade Candido Mendes (UCAM).

TIAGO SOUSA MELO Possui graduacédo em FARMACIA pela Universidade Federal do Ceara
(2009). Doutor em Biotecnologia em Saude pela Rede Nordeste de Biotecnologia RENORBIO.
Atualmente é professor dos Cursos de Farmacia e Odontologia e gestor de pesquisa do curso
de Farmécia do Centro Universitario INTA. Também exerce atividade como tutor da Residéncia
Multiprofissional em Urgéncia e Emergéncia da Santa Casa de Misericordia de SobralCE.
Tem experiéncia na area de Farmacologia Pré-Clinica de Produtos Naturais, com énfase no
estudo de plantas medicinais com agcéo em disturbios metabdlicos (diabetes, dislipidemia e
obesidade) e Farmacologia Clinica.

Biomedicina e Farmacia: Aproximagdes 3 Sobre os organizadores m



Agéncia Brasileira do ISBN
ISBN 978-85-7247-322-4

977885727473224





