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Tecnologia do DNA Recombinante

Conjunto de técnicas que permitem a manipulação de moléculas de DNA 
específicas, considerando as propriedades do DNA.

Baseia-se nas propriedades do DNA 

� Repositório da informação genética 

� Formada por duas cadeias de Ácido Deoxiribonucleotídico; 

� As duas cadeias são complementares;

� Orientam-se em direções opostas;

� É “estável” em meio alcalino;

� Pode ser desnaturado e renaturado;

�Pode ser sintetizado quimicamente com marcações;

�As propriedades do DNA são universais.

���� Tecnologia desenvolvida a partir da década de 1970 com o 
acúmulo do conhecimento sobre DNA, RNA e vírus.



Tecnologia do DNA Recombinante

ou Biologia Molecular

DNA ���� Fita dupla complementar 
���� Permite auto-replicação 

� Baseia-se no uso de uma maquinaria enzimática 
celular específica e comum de diferentes organismos.

Alta multidisciplinaridade

� Genética
� Genômica e afins
���� Biologia Molecular
� Bioquímica
���� Química Biológica
���� Biologia de Sistemas
� Biologia Celular
���� Microbiologia

���� Medicina
���� Agronomia
���� Engenharia Química
���� Bioinformática
���� Robótica
���� Nanotecnologia
� Materiais
� Etc.



Tecnologia do DNA Recombinante

� Clonagem: produção de organismos idênticos derivados de um ancestral 

comum

���� Clonagem Molecular: Perpetuação de uma MOLÉCULA DE DNA de sequência 

específica

Organismo Geneticamente Modificado: OGM = Transgênico

Organismo portador de material genético – um gene, parte de um gene, ou um 

conjunto de genes – oriundo de um ou mais organismos diferentes.

Transgene

Gene ou  fragmento  de  DNA  que  foi  transportado  artificialmente  de  um 

organismo  Doador para  um  organismo  Receptor criando  o  OGM.



Tecnologia do DNA Recombinante: Aplicações

• Estudo dos genes de um organismo = Estudos genômicos;

• Estudo da regulação de um gene ou conjunto de genes;

• Desenvolvimento de Vacinas e de Vacinas de DNA;

• Desenvolvimento de Terapias gênicas;

• Obtenção de transgênicos;

– Vegetais ou animais resistentes a pragas; 

– Vegetais ou animais mais produtivos;

– Vegetais ou animais que produzem medicamentos ou vacinas;

• Produção de produtos biotecnológicos/medicamentos/enzimas;

• Diagnóstico médico;

• Tecnologia forense (crimes, paternidade, controle se qualidade);

• Estudo do produto final do gene: RNA/Proteína.



Estudos funcionais e estruturais de proteínas

Depende da obtenção da proteína-alvo pura, estável e em larga escala 

para estudos da relação estrutura-função da proteína-alvo e sua 

interação com ligantes ���� Inibidores ���� Fármacos

Se torna o fator limitante do processo!!!

Solução: Produção heteróloga de proteínas

Produção de uma Proteína do Organismo X em microorganismos 

(Escherichia coli - principal), leveduras, vegetais ou animais.



Obtenção de proteínas em larga escala

� Para aplicação farmacológica:

- Insulina, anticorpos, imunotoxinas (quimeras proteicas entre a cadeia 

leve de anticorpo monoclonal e alguma toxina), vacinas, etc.;

� Para aplicação biotecnológica: 

- Uso comercial de enzimas específicas;

- Catálise de reações orgânicas específicas;

- Produção de enzimas para degradar celulose do bagaço de cana;

� Para estudos científicos:

- Estrutura/função/regulação de proteínas/enzimas.

- Deleções, mutagênese sítio dirigida, proteínas quiméricas, etc



Tecnologia do DNA Recombinante

Uso de diversas enzimas para executar passos específicos de manipulação do 
segmento de DNA alvo

1 – Moléculas específicas de DNA podem ser amplificadas 

- Reação em cadeia da polimerase - PCR

2 – O DNA pode ser cortado em posições específicas

- Endonucleases de restrição

3 – Seleção de pequenas moléculas de DNA capazes de auto-replicação

- Vetores contendo marcas de seleção

4 – Diferentes moléculas de DNA podem ser ligadas covalentemente

- DNA-Ligase ���� DNA recombinante

5 – Moléculas de DNA sintéticas podem ser inseridas em células vivas

- Transformação de células ���� Geração de OGMs

6 – Células contendo o DNA recombinante pode ser selecionada

- Seleção do clone de interesse



Reação em Cadeia da Polimerase - PCR

Ciclo térmico de síntese in vitro de DNA pela DNA pol

Permite a amplificação de um fragmento de DNA específico > 1e6

Necessita de Primer = iniciador = oligonucleotídio sintético específico

Kary Mullis
Nobel Prize winner Chemistry (1993)



Clonagem Molecular

���� Desenho do Primer

���� Usa o fato da DNApol necessitar de um iniciador para a polimerização

- Deve Flanquear a sequência de DNA de interesse 

- Pode carregar modificações na sequência para introduzir sítios de restrição para 

endonucleases

São oligonucleotídeos de DNA 
complementares ao DNA de interesse

Podem ser desenhados a partir da 
sequência de uma proteína

���� Primer degenerados



Clonagem Molecular

���� Síntese química do Primer

���� Síntese em fase sólida

���� Finalização da 
síntese:

NH3 desprotege 
todos os grupos e 

retira o 
oligonucleotídio da 

fase sólida

- Purificação por 
HPLC

1- Acoplamento

2- Oxidação

3- Desproteção

n vezes



Clonagem molecular

���� Reação em Cadeia da Polimerase

Polimerase Chain Reaction - PCR

Reação cíclica que se baseia em 3 
etapas:

1º - Desnaturação do DNA

- ~95 ºC

2º - Anelamento do Primer

- ~45-65 ºC 

3º - Polimerização

- 72 ºC

���� Depende de DNA pol termoestável: 

-Themus aquaticus polimerase:  Taq
polimerase

Requer: 

- DNA molde 

-Par de primers flanqueando o DNA 
molde

- Os 4 dNTPs

- Mg2+

1º Ciclo



Clonagem molecular

���� PCR (Continuação)

2º Ciclo

3º Ciclo



Clonagem molecular

� PCR quantitativa

���� Permite quantificar analiticamente a quantidade de DNA/cDNA numa amostra

- Aplicações em diagnóstico clínico laboratorial, forense, criminalística, monitoramento 
ambiental, controle de qualidade, avaliação de transgênicos, etc.

- Usa sonda fluorescente suprimida num oligonucleotídeo específico



Reação em Cadeia da Polimerase - PCR

Características e vantagens

1) Sequência alvo não precisa ser conhecida 

���� apenas os flancos para o desenho dos primers de DNA

2) A sequência alvo pode ser muito maior do que os primers

3) Os primers não precisam anelar perfeitamente com a sequência alvo 

� Permite amplificar conjunto de sequências similares

� Permite introduzir mudanças/mutações na sequência alvo

4) A PCR é altamente específica

���� Pode ser modulado pela temperatura de anelamento

5) Altamente sensível

� Uma única molécula de DNA pode ser amplificada e detectada

� Amplifica 1 bilhão de vezes após 30 ciclos (2n, sendo n o número de ciclos)

6) Inúmeras aplicações tecnológicas, em diagnóstico, forence e até 

paleontológicas



Metilação no DNA endógeno

Impedimento estérico

Endonucleases de Restrição

Enzimas de Restrição

���� Enzimas Especializadas em degradar DNA exógeno em bactérias

- Mecanismo de defesa contra infecção viral

Altíssima especificidade

���� Reconhecem sequências específicas – Sítios de restrição

���� Reconhecem Sequências palindrômicas de DNA

- Sequências lidas da mesma forma em ambos os 

sentidos, ou seja, em ambas as fitas de DNA

���� Reconhecem apenas o DNA Exógeno

���� Metilases marcam o DNA Endógeno



Endonucleases de Restrição

Enzimas de Restrição

���� Enzima dimérica age nas duas 

fitas do DNA



Endonucleases de Restrição

- Tipo I ���� Clivagem em sítios aleatórios em até 1000 pb do sítio de reconhecimento

- Tipo II ���� Clivagem dentro do sítio de reconhecimento

- Tipo III ���� Clivagem em sítios aleatórios em ~25 pb do sítio de reconhecimento

���� Clivagem em extremidades coesivas/adesivas ou cegas



Vetores

Plasmídios e bacteriófagos

���� Moléculas de DNA capazes de auto-replicação -

- Diferentes de cromossomas bacterianos

- Tamanho: 1 a 200 kbp

- Diferentes vetores para diferentes objetivos

� Carregam vantagens para o hospedeiro ���� marcas de seleção 

���� Contém sistemas de Origem de auto-

replicação – sequência Ori

���� Codificam Proteínas

- Resistência a antibióticos

Plasmídeos

���� 1 a 100-1000 cópias por bactéria

���� Parasitas moleculares



Vetores de clonagem

���� Permite a propagação de moléculas de DNA de interesse

���� Possuem sítios múltiplos de clonagem

- Permitem a inserção de sequências de DNA

- O Sítio Múltiplo de Clonagem pode ser 

aberto por Endonucleases de restrição.

- Uma sequência de DNA pode ser inserida – As 

sequências de DNA podem ser seladas nas 

extremidades por uma DNA ligase.

(Sítio Múltiplo de Clonagem)



Vetores de Expressão

���� Permite expressar uma proteína 

���� Fragmento de DNA deve ser inserido em fase de leitura

���� Permite a expressão controlada da proteína

- Indução da expressão

���� Proteína pode ser purificada

Sítio Múltiplo 
de Clonagem



Vetores de Expressão

Sítio Múltiplo de Clonagem pET28a

Marcadores de fusão 
usados para a purificação 

da proteínas por 
cromatografia de afinidade



Vetores de Expressão

Indução de proteínas pelos Vetores pET

IPTG = indutor



DNA ligase: fechar os ‘buracos’ (nicks) 
oriundos de fragmentos de Okasaki e 

reparo

Energia: NAD+ a NMN+ procariotos; 
ATP em eucariotos 

- T4 DNA ligase ���� vírus

DNA-Ligases



DNA-Ligases

���� Permitem a ligação de diferentes 

moléculas de DNA

Ligam fragmentos de DNA clivados 

com pares de Endonucleases de 

restrição

- Ligação de extremidades 

produzidas por pelo 1 Endonuclease

de restrição que produza pelo 

menos 1 extremidade ocasiona 

ligação na orientação adequada

DNA-ligase



Bibliotecas

���� Bibliotecas de DNA ���� a partir de DNA genômico

- DNA genômico pode ser fragmentado mecanicamente ou enzimaticamente em pedaços 

menores

- Clonados em fagos e plasmídios



Bibliotecas genômicas

���� Bibliotecas de DNA ���� a partir de DNA genômico

- Permite o sequenciamento genômico

Permite o estudo do potencial gênico do 
organismo e sua regulação

- Função predita por comparação

Genômico comparativa
Identificação de genes:

Homólogos: ancestral comum na espécie
Ortólogos: ancestral comum em #s espécies

Parálogos: genes semelhantes na espécie
Peseudogenes: genes não funcionais no genoma

Sintenia: conservação da organização gênica 
em #s espécies



Bibliotecas de cDNA

���� Bibliotecas de cDNA ���� a partir de moléculas 

de mRNA

1) mRNA podem ser purificados usando resina 

contendo Oligo-dT fixado

2) Necessita da Transcriptase Reversa ����

converte mRNA em cDNA

3) mRNA pode ser degradado quimicamente ou 

enzimaticamente (RNAse H)

4) DNApol I duplica fita simples usando oligo-dA

como primer (pode conter sítios de restrição)

5) Clonagem num vetor adequado

���� cDNA = DNA complementar a um mRNA

���� Representa o conteúdo de mRNA de uma 

célula/tecido ���� Transcriptoma

1)

2)

3)

4)

5)



Bibliotecas especializadas de cDNA

Permitem estudar localização e função por interação do produto gênico

� Requer: 1) gene repórter; 2) seleção; 3) identificação

� Ex: β-galactosidade

� Green Fluorescent protein: GFP

���� Estudo de promotores ���� Estudo da localização 

celular/tecidual



Bibliotecas especializadas de cDNA

Permitem estudar localização e função por interação do produto gênico

Experimento de duplo híbrido

- Análise em larga escala de interação proteína-proteína ou proteína-RNA in vivo

“A culpa por associação”

Usa proteína modular ou multi-domínio

Cada domínio é clonado em fusão com o DNA da proteína alvo (isca) e uma biblioteca de cDNA (presa)



1. Escolher um gene de interesse ���� Desenhar Primer ���� Bioinformática

2. Amplificar o fragmento de DNA ���� PCR

3. Isolar o fragmento de interesse no gel de agarose ���� Eletroforese 

4. “Cortar” DNA em posição definida ���� Enzima de restrição

5. Ligar com vetor de clonagem ���� DNA ligase

6. Inserir o DNA-recombinante numa célula competente ���� Transformação

7. Selecionar as células com DNA modificado ���� Seleção dos clones de interesse

8. Sequenciamento do DNA ���� Confirmação

Clonagem Molecular

Construção de uma molécula de DNA de interesse = Engenharia Genética

Protocolo básico para a clonagem envolve:



Clonagem molecular

� PCR ���� Tolera modificações pontuais nos primers



Eletroforese de DNA

Fase estacionária ���� Agarose

Grande aplicação em técnicas de Biologia Molecular

���� Permite purificar fragmento de DNA de interesse para clonagem



Eletroforese de DNA

Montagem do gel na cuba horizontal



Eletroforese de DNA

Fase estacionária ���� Agarose

Eletroforese horizontal

Permite quantificar a concentração de DNA numa amostra

Incubação com 
brometo de 

Etídio

Exposição a luz UV

Sistema tampão contínuo

Excisão da banda de interesse do 
gel para posterior purificação



Clonagem Molecular

Estratégia geral

���� Clivar DNA e Vetor com as 
Endonucleases de Restrição adequadas

���� Ligar DNA e Vetor, digeridos 
com as Endonucleases de 

Restrição, com a DNA ligase



Clonagem Molecular
Transformação de células 

���� Permite a introdução de DNA exógeno em células adequadas
- etapa crucial para a criação de um clone

- Eletroporação - Choque térmico - Cálcio

Plaqueamento

em meio seletivo

Seleção de clones transformantes

Usa-se meio seletivo no qual somente as 
células que contêm os plasmídios com a 

marca de seleção sobreviverão
Ex: Antibiótico



Clonagem Molecular

Algumas estratégias de seleção 

- Uso conjunto de diferentes estratégias

���� Marcador de seleção

- O vetor oferece à célula transformante alguma vantagem seletiva 

- Seleção positiva ���� permite crescimento da célula transformada no meio

- Seleção negativa ���� mata a célula crescimento da transformada no meio

� Marcador de triagem

- Célula transformada positivamente muda de cor ou fluoresce

� PCR de colônia

- Averiguação se a colônia transformante que cresceu no meio contendo o marcador de 
seleção apresenta o DNA alvo

���� Análise com Enzimas de restrição

- O vetor selecionado deve liberar o inserto do tamanho esperado 

���� Confirmação por sequenciamento do inserto de DNA



Sequenciamento de DNA

� Derivação indireta da função de proteínas ���� rápido e confiável

���� Método de Dideóxi-Ribonucleotídeos

- “Envenenamento” da reação de PCR

- usa-se 1 único primer

Frederick 
Sanger

Nobel Prize
winner

Chemistry
(1958 e 1980)



Sequenciamento de DNA

���� Método de dideóxi-ribonucleotídeos

Envenenamento da reação de PCR

� Fluorescência – Necessita de um fluoróforo ligado à molécula

���� Fluoriceínas ligadas aos diferentes ddNTP



Sequenciamento de DNA 

���� Método de Dideóxi-ribonucleotídeos

� Fluoriceínas específicas ligadas aos diferentes ddNTP que emitem luz em λ diferentes

� Separação por eletroforese capilar



Sequenciamento de DNA 

���� Método de Dideóxi-ribonucleotídeos

� Fluoriceínas específicas ligadas aos diferentes ddNTP que emitem luz em λ diferentes

� Separação por eletroforese capilar



Sequenciamento de DNA 

���� Método de Dideóxi-ribonucleotídeos ���� Sanger

� Sequenciamento shotgun

- Permite o sequenciamento de grandes 

fragmentos de DNA

- Genomas

���� Envolve ciclos de:

- Fragmentação aleatória;

- Clonagem dos fragmentos;

- Separação dos clones, nova 

fragmentação e clonagem, se necessário;  

- Sequenciamento dos clones gerados

99% de cobertura com 15 x de 

redundância.



Sequenciamento de DNA 

���� Pirosequenciamento de última geração: “nextgen”

Custo do sequenciamento 
genômico

- Sequenciamento shotgun
- Fragmentos acoplados a 

adaptadores de DNA e beads
- Diluição em nanopoços

- PCR com primers específicos 
nos nanopoços para 

enriquecimento dos fragmentos
- Pirosequenciamento por PCR 

nos nanopoços



Sequenciamento de DNA 

���� Sequenciamento de terminação reversível da cadeia de última geração: “nextgen”

Ciclo de adição, identificação, desproteção, lavagem



Sequenciamento de DNA 

���� Seja qual for a estratégia de sequenciamento ���� grande custo computacional

- Sequenciamento shotgun ���� fragmentação aleatória

- Genoma é remontado por sobreposição das sequências obtidas ���� “contigs”

- É preciso sequenciar o mesmo genoma 10-15 vezes para ter 99% de cobertura

- Há regiões com muitas repetições ���� requerem estratégia especial para sequenciamento



Mutação sítio dirigidas 

Proteínas “mutantes” podem ser construídas utilizando a clonagem molecular e PCR



Biologia molecular e Biotecnologia

Soja sem herbicida Soja Transgênica + Glifosato

Glifosato
Inibidor da 

EPSP Sintase
- Via do ácido 
chiquímico

Rato transgênico 
superexpressando o 

hormônio de 
crescimento  

humano

Planta 
transgênica 

super-
expressando a 

luciferase



Produção da Proteína de Interesse

- A síntese da proteína de interesse é feita pelo OGMs.

���� Proteína alvo pode ser extraída e purificada para uso posterior.

Proteína produzida é comumente chamada de Proteína recombinante.

A Proteína recombinante pura poderá ser estudada por um conjunto de Técnicas 

Bioquímicas, Biofísicas e de Biologia Molecular

- Dicroísmo Circular ���� Estrutura secundária

- Fluorescência intrínseca de triptofano ���� Estrutura Terciária

- Ultracentrifugação analítica ���� Determinar MM e estados associativos

- Calorimetria ���� estabilidade e interação com ligantes

- Espalhamento de raios X a baixo ângulo ���� Tamanho e forma da proteína  

- Cristalografia de proteínas ���� Determinar a estrutura da proteína em nível molecular

- Ressonância Magnética Nuclear de proteínas ���� Estrutura Tridimensional


