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• DNA artificialmente criado que combina sequências que 
não ocorrem juntas na natureza

• Aplicações em pesquisa e biotecnológicas
Ø clonagem molecular de genes
Ø superexpressão de proteínas

– Vacinas, insulina...
Ø organismos transgênicos/“sintéticos”

– Agricultura, animais para pesquisa, produção de drogas

O que é “DNA recombinante”?



• Organismo geneticamente idêntico a outro
Ø microrganismos que se multiplicam por divisão binária
Ø plantas propagadas sem semente
Ø gêmeos univitelinos
Ø ovelha Dolly e outros exemplos

• Clonagem de DNA
Ø criação de cópias idênticas de um dado DNA, isolado de um 

organismo e replicado em outro (geralmente uma bactéria) 

O que é um clone?



• Obtenção do DNA de interesse do organismo doador
Ø sequência codificadora
Ø sequências regulatórias
Ø outras sequências não codificadoras

• Após isolamento do material genético, podem ser 
realizados
ØPCR 
Ø fragmentação aleatória do DNA genômico
Ø digestão com enzimas de restrição
Ø transcrição reversa de mRNA

Como é feita a junção de DNAs de origem distintas?



• Obtenção do DNA
• Inserção em um vetor de clonagem

Ø geralmente um plasmídeo
• Propagação em E. coli
• Transferência para o organismo desejado
• Seleção dos organismos recombinantes

Como é feita a junção de DNAs de 
origem distintas?



Ferramentas para clonagem “clássica”

• Enzimas (endonucleases) de restrição
• DNA ligase
• Vetor de clonagem
• Eletroforese em gel de agarose

Ø vejam vídeo no e-disciplinas (atividade prática virtual)
• Células hospedeiras competentes para transformação

Ø atividade prática virtual



ØDescoberta das enzimas de restrição
como barreiras contra infecção por 
bacteriófagos

ØReconhecem uma sequência simétrica
específica no DNA, clivando-o

ØAplicação na construção de mapas
genéticos e posteriormente na clonagem

Enzimas (endonucleases) de Restrição



Etapas da  clonagem do 
DNA de um doador  em E. 

coli usando enzimas de
restrição

Biblioteca de DNA, com 
potencialmente todo o DNA 
do doador dividido em vários
clones de bactérias



enzima
de 

restrição





Sistemas de restrição-modificação

Defesa contra DNA exógeno

Enzima de
restrição Metil-

transferase

Sítio de reconhecimento

Sítio de 
reconhecimento

metilado



• Reconhecem palíndromos na sequência de DNA
Ø ex: GGATCC
Ø sequência idêntica nas duas fitas de DNA

• Clivam o DNA
Ø podem deixar pequenas regiões em fita simples, que são usadas 

para facilitar ligação ao vetor de clonagem

Enzimas de 
restrição



Se o DNA de origem e o 
vetor forem digeridos 
com as mesmas enzimas 
de restrição, as 
extremidades em fita 
simples se pareiam

Uma enzima ligase é 
adicionada para unir 
covalentemente as duas
moléculas



• Primers sintéticos

Sítios de restrição podem ser inseridos por PCR 
nas extremidades dos insertos

https://link.springer.com/article/10.1186/1754-1611-9-2

Região codificadora

Sítio de restrição

https://link.springer.com/article/10.1186/1754-1611-9-2


• Sítio de clonagem múltipla
• Alto número de cópias
• Gene para resistência a antibiótico 

(ampicilina)
Ø seleção

• Sequências reconhecidas por 
primers “universais”

• a-complementação do lacZ: 
seleção colônias brancas/azuis

Vetor de clonagem 
plasmidial: pUC18



• E. coli não é naturalmente competente:

Transformação de E. coli

Plasmídeo

eletroporaçãocompetência induzida por 
sais e choque térmico

Atividade virtual



• Apenas as que receberam o 
plasmídeo crescem na presença 
de antibiótico

• Cada “ponto”(colônia) na placa 
representa um clone, ou seja, são 
idênticos ao indivíduo que 
recebeu o plasmídeo, e depois se 
dividiu muitas vezes

• Por que algumas colônias são azuis?

Após transformação, bactérias são inoculadas em 
meio com antibiótico apropriado



• b-galactosidase:
Ø codificada pelo gene lacZ
Ø quebra ligação glicosídica do substrato  X-gal

Colônias azuis expressam b-galactosidase

produto
azul



Quais colônias têm o gene de interesse clonado? 
Brancas ou azuis?

Fragmento clonado 
interrompe lacZ

colônias brancas têm o inserto



• Baseados em recombinação
Øos sítios de recombinação estão presentes em vetor e 

fragmento de interesse
– sequências-alvo inseridas nos primers

Ø a reação é feita por uma recombinase
Ø vetores e kits comerciais

• Aproveitam os sistemas de reparo bacterianos

Métodos mais atuais de clonagem independem
de enzimas de restrição e ligase



Exemplo: método SLIC

• T4 DNA polmerase tem atividade
exonucleásica 3’à 5’
ØOrigina fitas simples nas

extremidades dos fragmentos
• Fitas simples se pareiam
• Transformação

ØAs bactérias se encarregam de 
reparar os gaps

vetor vetorinserto

Jae-Yeon Jeong et al. Appl. Environ. Microbiol. 2012; 
doi:10.1128/AEM.00844-12



• Sistemas heterólogos
Ø bactérias (ex: E. coli)
Ø leveduras (ex: S. cerevisae)
Ø células de inseto em cultura
Ø células de mamíferos em cultura (ex: células de ovário de 

hamster chinês, CHO)
Ø plantas (ex: milho, tabaco, microalgas)
Ø animais

Produção de proteínas
recombinantes

Organismos geneticamente modificados (OGM)



Para a expressão de uma proteína, a região
codificadora sem os introns deve ser clonada



Vetor de expressão em bactérias

Gene do repressor 
que liga no 
operador e regula o 
promotor

Sequência de 
terminação de 
transcrição

Gene para seleção 

(ex: resistência a antibiótico)

Sequências de 
Promotor e Operador 
bacteriano

Sequência 
do sítio de 
ligação ao 
ribossomo 
(RBS)

Origem de 
replicação do 
plasmídeo

Sítios de 
clonagem

• características que permitam
expressão controlada da proteína

•Crescimento da cultura e 
posterior indução da expressão

•Métodos de purificação
• Bq Experimental



• Leveduras, células de animais em cultura, plantas

• Quando usar?
Ø proteína de interesse têm modificação pós-tradução que 

E. coli não faz (ex: glicosilação, dobramento por 
chaperonas)

Ø proteína é tóxica para E. coli
Ø proteína não é obtida de forma ativa em E. coli

Sistemas de expressão de proteínas 
recombinantes (além de E.coli)



Exemplos de 
fármacos produzidos

por tecnologia do 
DNA recombinante



Animais transgênicos também podem
produzir fármacos

Ovelhas transgênicas:
Produção de proteínas 
recombinantes no leite

anti-trombina
humana

Anti-trombina pura

anti-trombina
humana obtida no 
leite

Expressão restrita ao 
tecido mamário

Fertilized egg

Purificação de proteínas



Do DNA Recombinante para:
• Engenharia Metabólica
• Otimização da produção de 

metabólitos de interesse
Ø Inativação de rotas competidoras

• Super-expressão de rotas 
específicas

• Exemplos de metabólitos:
• Antibióticos
• Ácidos orgânicos
• Aminoácidos
• Etanol

• Biologia Sintética
• Reconstrução da rota de 

metabólitos de interesse e 
síntese em um hospedeiro
heterólogo

• Exemplos
ØArtemisina (anti-malárico)

ØPropano-1, 3-diol

Ø farneseno



Jay D.  Keasling

Synthetic biology and the development of tools for metabolic engineering

Metabolic Engineering, Volume 14, Issue 3, 2012, 189 - 195

Esquema da produção do ácido artemisínico em E. coli

Genes de Saccharomyces cerevisiae e da planta Artemisia annua são expressos na bacteria.



Manipulação genética de levedura para produção do 
ácido artemisínico

• Super-expressão de genes
• Substituição de genes por versões 

heterólogas mais eficientes
• Repressão de genes
• Otimização de códons
• Otimização da linhagem para produção 

industrial
• Otimização das condições de 

fermentação

•Vários anos 
•Muitas pessoas
•Muito $$$$Paddon CJ, Westfall PJ, Pitera DJ, et al. High-level semi-synthetic production of the potent 

antimalarial artemisinin. Nature. 2013;496(7446):528-532. doi:10.1038/nature12051



Slides Extras



Enzimas de restrição são endonucleases 
que reconhecem sequências específicas

fosfatase 
endonuclease:
cliva ligação 
fosfodiéster no interior 
da fita de DNA

exonuclease

nuclease



Exemplo: proteína de interesse fusionada com 
uma proteína verde fluorescente

Pc promoter

CAP binding site
M13 seq rv(5970 .. 5990)  

lac operator
RBJ014(5913 .. 5958)  

M13 rev
EcoRI(5935)  

RBJ001(5934 .. 5964)  

RBJ012(5014 .. 5067)  
RBJ013(5043 .. 5073)  

RBJ017(4913 .. 4932)  

RBJ016(4732 .. 4751)  

RBJ010(4312 .. 4342)  
RBJ011(4318 .. 4347)  

M13 seq fw  (3515 .. 3537)
RBJ009  (3537 .. 3583)

M13 fwd
HindIII  (3555)

RBJ002  (3542 .. 3561)

dgcP_mNGr_pEX18Gm (1)
8160 bp



No Brasil, o primeiro biossimilar aprovado foi o do princípio ativo do 
infliximabe, pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (Anvisa), em 
junho de 2015. O medicamento auxilia no tratamento de doenças como 
artrite reumatoide, doença de Crohn, colite ulcerativa, espondilite 
anquilosante, artrite psoriática e psoríase. 

No ramo oncológico brasileiro, o primeiro biossimilar foi aprovado pela 
Anvisa em dezembro de 2017. O medicamento, chamado 
comercialmente de Zedora®, é indicado para o tratamento de câncer de 
mama inicial e metastático HER2 positivo e câncer gástrico HER2 positivo 
e está sendo comercializado pela Libbs. 

Até 2020, dezenas de medicamentos biológicos terão suas patentes 
expiradas, possibilitando a produção de novos biossimilares.2-4

https://www.biossimilaresbrasil.com.br/

https://youtu.be/y3YAqc39W8I

https://youtu.be/y3YAqc39W8I

