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E tudo começou  há muito tempo atrás:

Griffith, 1928

Avery, McLeod,
McCarty, 1944

Demonstração que o 
DNA é o material genético



pBR322
(plasmídeo Bolivar e Rodrigues)

SV40
˜5200 bp



Jackson, D.A., Symons, R.H. and Berg, P., "Biochemical method for inserting new genetic 
information into DNA of Simian Virus 40: circular SV40 DNA containing lambda phage genes and 
the galactose operon of Escherichia coli," Proc. Nat. Acad. Sci. USA 69, pp. 2904-2909 (1972). 

Paul Berg- Nobel 
prize Chemistry

1980
"for his fundamental 

studies of the 
biochemistry of nucleic 

acids, 
with particular regard
to recombinant-DNA"



Mas como precisa ser um vetor para 
Expressar em células humanas:

-precisa ter introns?

-O que é um cassete de expressão genética?

-Como fazer DNA entrar nas células?

-Quanto tempo essa expressão vai durar?



Sequências necessárias para expressão gênica:

Região 5´ upstream do gene, promotor:
qual a função da TATA box?

Promotor do SV40- bilateral.....



Sequências necessárias para expressão gênica:

Região 5´ upstream do gene, promotor....
tudo para o acesso da RNA polimerase II:



Outros promotores promíscuos:

-MLP adenovirus
-LTR de retrovírus (o que é LTR?)

-Late promoter de CMV (muito forte).

-Quais as vantagens desses promotores?

-Quais as desvantagens?



- Promotores tecido específico!

- Queratinócitos 
(promotor do gene K14)

- Neurônios 

Gonzalez-Gonzalez et al, 
Gene Therapy, 2009

Shinohara et al, 
Molecular Neurology, 2019



-Promotores regulaveis:
pMT (metalotioneína, indutível com Cd e Zn)

-Promotores Tet on and Tet off 
(uso de tetraciclina ou doxiciclina)

https://www.youtube.com/watch?v=42FPB2joEHE



Sequencia para início de tradução 
em células humanas:

-não tem Shine-Dalgarno
-1o AUG
- sequencia consenso:

-5´GCCGCCAGCCAUGG-3´

-EXCETO IRES (poliovirus):

internal ribosome entry



-Como pode ser usado o IRES?

-Permite expressões simultâneas!
-Para que?  
- o que são gene repórters?



Outros sinais necessários no gene:
Sítios de splicing (cDNA ou genômico).

Consenso: seq invariável (GU...AG)
5´-AGGU(A)AGU....INTRON....(U/C)n....CAGG-3´

Mas é necessário um intron????

-- 3´do gene- terminação
-GU ou U rich...
-sinal de poliA= AAUAAA
-Estabilidade do transcrito.



A “boa” construção:
sinais 

promotor de splicing

gene X sinais de 
término.

Em que estará esta construção?
1. Plasmídeos pro ou eucariontes-

cuidado com sequências veneno!!

2. Replicar ou não replicar, eis a questão?
(replicons virais).



Como introduzir o DNA dentro das células?

1. Fosfato de cálcio
-forma precipitado
-usa muito DNA (10 ug DNA/placa)
-simples mas pouco eficiente.
-shock de glicerol (tóxico)

2. DEAE-dextran (pioneiro- 1968)
- eficiente para expressão transiente.
- só para algumas células
- pouco DNA é necessário (1 ug DNA/placa).

3. Lipossomos (evolução clara com aumento de 
eficiência de transfecção)



Como introduzir o DNA dentro das células?
Métodos físicos:
4. Eletroporação: pouco DNA

5. Microprojéteis (gene gun)



O que ocorre com o DNA? 
Ataque de nucleases!

Integrar (permanente) ou não integrar (transiente): 
essa não é a questão!

ONDE INTEGRAR??????

Frequencia de entrada na célula- 20%,

Mas frequencia de integração: 10-4 a 10-6!!!

Como encontrar uma em um milhão de células??



Marcadores genéticos:

-DHFR- participa na formação de folato
células DHFR-/-- síntese de nucleotídeos comprometida!

methotrexato e a amplificação gênica!!



Marcadores genéticos:

Marcadores dominantes 
Resistência a antibióticos:

-Neo- geneticina (=G418~ kanamicina)
-Hyg- higromicina.
-Puromicina
-blasticidina



Seleção Negativa (por que usar?):

Timidina quinase de Herpes:



Mas como usar os marcadores para introduzir
Genes nas células?
- integração de DNA na célula em tandem! (qual a vantagem?)

- clivar o DNA (linear X super coil).
(DNA com pontas livres integra 
no genoma mais eficientemente)



Noções de gene repórter:
- CAT (cloranfenicol acetil transferase)

- beta-galactosidase
- EGFP
- luciferase



EGFP:

Jelly fish protein

Green Fluorescent
protein



Outras cores:



EGFP: Green Fluorescent protein NOBEL Química 2008



Outro gene repórter importante: luciferase!!

Por que? Qual a vantagem em relação ao GFP?

A luciferase precisa de substrato, o GFP não!!!! 



Visualização in vivo em IVIS!!!

Clarissa Rocha



A revolução da transfecção de RNA!!!

Kati Karikó



A revolução da transfecção de RNA!!!



Camundongos transgênicos



Animais transgenicos: produção agropecuária!



Células tronco embrionárias



Células tronco embrionárias e 
disrupção gênica. NOBEL 2007



Células tronco embrionárias



Células tronco embrionárias- elas 
podem passar de geração em geração!!!

CAMUNDONGOS QUIMERAS….





Células tronco embrionárias: gene targeting

HGPRT gene (resistência a 6-tioguanina): 
Lesch Nyhan syndrome

Síndrome ligada ao X_ afeta principalmente
homens (uma cópia)

Capecchi e Smithies conseguiram gerar
ES com a mutação em camundongos
Frequência de 1/1000:
NÃO SIMULOU A SÍNDROME!



gene targeting por recombinação homóloga!

Por que precisa seleção positiva e negativa?



Gene targeting: seleção positiva e negativa!



Reprogramação nuclear: clonagem
Dolly, a ovelha!!!!

Keith Campbell, Ian Wilmut, Edinburg, Escócia



Reprogramando células adultas em
Células embrionárias: prêmio nobel 2012



Reprogramando células adultas em 1962!



Reprogramando in vitro: células iPS!



Reprogramando in vitro: células iPS!





Colônia de iPSCs

Verde: Lin28
Azul: DAPI





Neurônios
Verde: Tuj1
Branco: 
MAP2

Astrócitos
Vermelho: 
GFAP

Núcleo
Azul: DAPI



A partir de células iPS é possível
Cultivar organóides cerebrais!

Quanta Magazine










