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Clonagem de DNA 
 
Permite a produção de cópias in vivo de um fragmento específico de DNA 

Algumas aplicações: 

• Isolamento de genes de interesse para análises moleculares 

• Determinação da sequência de bases de genes de interesse para inferir sobre a 

sequência de aminoácidos  ( sequenciamento de DNA) 

•  Expressão heteróloga de proteínas de interesse farmacêutico ou biotecnológico 

(ex. Insulina, fator de crescimento humano, proteínas virais para vacinas, etc.) 















Fitas duplas de DNA com extremidades 
compatíveis podem ser religadas  



Fitas duplas de DNA com extremidades 
compatíveis podem ser religadas  

Enzimas que tem sítios de 
reconhecimento iguais ou  
distintos, 
mas que geram 
extremidades compatíveis 



http://tools.neb.com/NEBcutter2/ Gene Bank number: X52329 
pBluescript II KS(-) vector 
 

Sítios de corte de enzimas de restrição em um plasmídeo 

http://tools.neb.com/NEBcutter2/�


Clonagem de um gene em um plasmídeo 



Insulina: controle dos níveis de glicose no sangue, metabolismo 
de açucares, proteínas e lipídeos 

• Preproinsulina: 110 a.a 
Peptídeo sinal, cadeia A, B e C 
• Proinsulina: remoção do peptídeo sinal para localização no] 
Retículo Endoplasmático 
• Insulina: 51 a.a. 
clivagem enzimática do peptídeo C, formação de pontes 
dissulfeto. 
 

Ex. Clonagem do gene da preproinsulina (PPI) 



Digestão do plasmídeo com enzimas de restrição 



Clonagem do gene da preproinsulina (PPI) 



Amplificação por PCR 
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Como obter o fragmento de DNA de interesse?  



Adição de sítios de enzimas de restrição apropriados 
para a ligação utilizando PCR 

O anelamento de algumas bases 

na extremidade 3’ do primer é 

suficiente para que a DNA 

polimerase sintetize a fita 

complementar 

 

A extremidade 5’ é desenhada 

para criar o sitio de lgação da 

enzima de restrição que será 

usada para a clonagem do 

fragmento 





Ligação do vetor com inserto 

• Fragmento de DNA (PPI) + vetor digerido com extremidades compatíveis 
• DNA ligase 

ligase 



Ligação do vetor com inserto 



Após ligação do inserto o plasmídio se encontra 
novamente circularizado 



Transformação 
de células 

competentes 







Ligação glicosídica β 1-4 

Ligação glicosídica β 1-6 

Rota de 
utilização da 
lactose como 
fonte de 
carbono 
pelas células 



X-Gal: substrato análogo de lactose cuja hidrólise gera produto 
Insolúvel com coloração azul 

X-Gal: incolor 
5,5’-dibromo-4-4’-dicloro indigo: azul 









Confirmação da presença do inserto de DNA correto 
no clone selecionado 
• Digestão com enzimas de restrição seguida de separação em gel 
por eletroforese 
• sequenciamento de DNA 



Expressão recombinante de genes 

 bactérias 

 leveduras 

 células eucarióticas em cultura 

 plantas 

 animais 

 proteínas recombinantes 

 produção de vacinas recombinantes 

 produtos de interesse farmacêutico 

 produtos de interesse industrial 



Biologia sintética 
• Campo interdisciplinar que combina princípios da biologia, química, engenharia e ciência da 

computação 
• Criação de sistemas biológicos artificiais com funções desejadas ou a modificação de 

sistemas biológicos existentes para fins específicos. 
 
Principais componentes envolvidos: 
 
Manipulação de DNA: síntese de novas sequências de DNA ou a modificação de sequencias 
       existentes. Técnicas de clonagem do DNA 
 
Edição de Genomas: Tecnologias como CRISPR-Cas9 para edição precisa do DNA. 
      Adição, exclusão ou substituição de sequências genéticas específicas no 
      genoma de um organismo. 
 
Circuitos Genéticos:  conhecimento de conjuntos de genes que interagem entre si para  
      desempenhar funções específicas. Por exemplo, componentes de uma 
      via metabólica ou de sinalização. 
 
Engenharia Metabólica: Modificação das vias metabólicas das células para aumentar a  
          produção de substâncias desejadas, como biocombustíveis, produtos 
          farmacêuticos ou outros produtos químicos valiosos. 
 
Bioinformática:  Analisar dados biológicos, projetar construções genéticas e simular o  
          comportamento de sistemas biológicos projetados. 



Biologia sintética 
• Campo interdisciplinar que combina princípios da biologia, química, engenharia e ciência da 

computação 
• Criação de sistemas biológicos artificiais com funções desejadas ou a modificação de 

sistemas biológicos existentes para fins específicos. 
 
Principais componentes envolvidos: 
 
Manipulação de DNA: síntese de novas sequências de DNA ou a modificação de sequencias 
       existentes. Técnicas de clonagem do DNA 
 
 
 
 
Edição de Genomas:  
Tecnologias como CRISPR-Cas9 para edição precisa do DNA. Adição, exclusão ou substituição 
de sequências genéticas específicas no  genoma de um organismo. 
 
Circuitos Genéticos:  conhecimento de conjuntos de genes que interagem entre si para  
      desempenhar funções específicas. Por exemplo, componentes de uma 
      via metabólica ou de sinalização. 
 
Engenharia Metabólica: Modificação das vias metabólicas das células para aumentar a  
          produção de substâncias desejadas, como biocombustíveis, produtos 
          farmacêuticos ou outros produtos químicos valiosos. 
 

            



Marcos da Biologia Sintética 

Meng, F., Ellis, T. The second decade of synthetic 
biology: 2010–2020. Nat Commun 11, 5174 (2020) 



Aplicações da biologia sintética 

• desenvolvimento de novos medicamentos  
 

• produtos secundários do metabolismo e outros materiais de base biológica 
para indústria quimica 
 

• biocombustíveis e soluções ecologicamente corretas 
 
• biosensores para monitoramento ambiental 

 
• animais e plantas transgênicas com maior produtividade, resistência a 

pragas e estresses ambientais (temperatura, água, nutrientes) 
 
 

 
Importância de considerações éticas e de segurança e implicações sociais 
da manipulação de organismos vivos a nível genético. 



Produção da droga antimalária artemisinina em microorganismos 

O metabolismo do 

microorganismo (bactéria, 

levedura) pode ser 

“engenheirado” pela 

clonagem de genes de que 

codficam enzimas 

necessárias para converter 

acetil-CoA em ácido 

artemisinico, um precursor 

da artemisinina  

 Derivados de artemisinina, isolados da planta Artemisia annua possuem potente 

atividade antimalária, doença causada pelo parasita Plasmodium falciparum  

Hale V, Keasling JD, Renninger N, et al. Microbially Derived Artemisinin: A Biotechnology Solution to the Global Problem of Access to 
Affordable Antimalarial Drugs. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1717/ 



Biorefinarias de 3ª geração (3G) 
Utilizam microorganismos como fábricas para converter fontes renováveis de 
energia e CO2 atmosférico em combustíveis e produtos químicos. 
 

Liu, Z., Wang, K., Chen, Y., Tan, T., & Nielsen, J. (2020). Third-generation biorefineries as the means to produce fuels and 
chemicals from CO2. Nature Catalysis, 3(3), 274–288. doi:10.1038/s41929-019-0421-5  



Liu, Z., Wang, K., Chen, Y., Tan, T., & Nielsen, J. (2020). Third-generation biorefineries as the means to produce fuels and 
chemicals from CO2. Nature Catalysis, 3(3), 274–288. doi:10.1038/s41929-019-0421-5  



Biosensores 
(A) O módulo sensor (laranja) converte informações ambientais em informações bioquímicas, 

o módulo de processamento (cinza) realiza cálculos usando informações bioquímicas e o 

módulo de saída (azul) traduz as informações processadas em um sinal detectado. 

(B) Um biossensor simples de uma entrada e uma saída ilustrado usando linguagem de 

biologia sintética. 

Del Valle  et al. (2021) Translating New Synthetic Biology Advances for Biosensing Into the Earth and Environmental Sciences. Front. 
Microbiol. 11:618373. doi: 10.3389/fmicb.2020.618373 



Biosensores 
Módulos disponíveis para detecção de metais e outros parâmetros ambientais. 

Del Valle  et al. (2021) Translating New Synthetic Biology Advances for Biosensing Into the Earth and Environmental 
Sciences. Front. Microbiol. 11:618373. doi: 10.3389/fmicb.2020.618373 



Perspectiva de aplicação da biologia sintética na saúde: 
Circuito conceitual para uma bactéria terapêutica que coloniza um nicho no 
microbioma humano e sintetiza/libera drogas após detectar a presença de uma 
doença 

Brophy, J., Voigt, C. Principles of genetic circuit design. Nat Methods 11, 508–520 (2014). 
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