
Biotecnologia

Quando nasceu?

R: Há muito tempo!!! Desde que o homem procurou no mundo 
natural formas de:

- Curar doenças
- Aumentar a produção de alimentos
- Fazer cerveja, vinho, pão, queijos, etc... (Desde o Egito Antigo!)

Ou seja, tudo o que envolve a manipulação de organismos para o 
desenvolvimento e fabricação de produtos úteis ao homem.



Biotecnologia

Karl Ereky
(1878-1952)

Engenheiro, considerado o pai da biotecnologia.

O que vocês pensam:

Como começou:



Biotecnologia

Cunhou o termo Biotecnologia para descrever um processo para a produção em 
larga escala de porcos, utilizando beterrabas como alimento. 

Definiu como:
“Todas as linhas de trabalho pelas quais produtos são obtidos a partir de matéria 
bruta com a ajuda de seres vivos.”

Uma boa definição é: “Conjunto de tecnologias que permite a modificação ou 
utilização dos organismos para a obtenção de novos produtos para fins práticos 
ou industriais.” (Jorge Canhoto, Biotecnologia Vegetal, 2010, Universidade de 
Coimbra).

Karl Ereky
(1878-1952)



Biotecnologia: antes da engenharia genética

Como era possível melhorar um processo Biotecnológico, 
antes da era moderna da Biologia Molecular?

Essa abordagem se limita a aprimorar um processo 
biológico já existente.

P: qual é a limitação destes métodos?

Buscando variantes (mutantes) dos organismos com propriedades 
melhoradas: “Mutação e Seleção”
 - Que ocorrem naturalmente nas populações.
 - Mutagenizando microrganismos, sementes de 

plantas, etc. com agentes químicos e físicos.
 - Cruzamentos planejados (plantas, animais).



Biotecnologia: depois da engenharia genética

Hoje, a Biotecnologia Molecular se baseia amplamente 
na nossa capacidade de manipulação genética.

▪ Isolar (clonar) genes

▪ Manipular geneticamente organismos de interesse

“Tecnologia do DNA recombinante”
OU
“Engenharia Genética”



Biotecnologia



O Processo Biotecnológico

Matéria 
Bruta

Processamento primário
(upstream)

Biotransformação e produção em larga escala.

Processamento secundário 
(downstream)

Produto Puro

Preparação dos organismos e/ou da matéria 
bruta para torná-los capazes de realizar a 
transformação necessária, ou melhorar o 
processo

Purificação do produto das células ou do meio



Tecnologia do DNA Recombinante (Engenharia Genética)

Stanley Cohen Herbert Boyer

Pesquisava plasmídeos Pesquisava enzimas de restrição = Engenharia Genética!+

Perceberam que podiam desenvolver uma tecnologia onde 
seriam capazes de introduzir genes de interesse em plasmídeos, 
que poderiam ser expressos e mantidos em bactérias!

Durante o almoço, numa conferência no Havaí...

“It may be possible to introduce in E. coli, genes specifying metabolic or 
synthetic functions such as photosynthesis or antibiotic production 

indigenous to other biological classes”



Tecnologia do DNA Recombinante (Engenharia Genética)



Tecnologia do DNA Recombinante (Engenharia Genética)

Com o advento da Tecnologia do DNA recombinante, passou a 
ser possível:

- A criação de organismos com novas capacidades 
(ex., bactérias produtoras de hormônios humanos).

- Desenho racional de melhorias em processos biológicos 
(Biologia sintética!!)



Próximo passo: Biologia Sintética

Definição: 
Uso de ferramentas da biologia molecular para engenharia 
direta do comportamento celular
 Cameron et al. 2014 Nature Reviews in Microbiology

▪ Redirecionamento ou construção de novos circuitos 
biológicos ou até mesmo desenho e construção racional de 
organismos vivos inteiros.

▪ Aplicações biotecnológicas imediatas ou trabalhos de “prova 
de conceito”.



Próximo passo: Biologia Sintética

Exemplos de circuitos biológicos sintéticos

Cameron et al. 2014 Nature Reviews in Microbiology



$$$ O Negócio da Biotecnologia $$$

Primeiro produto comercial produzido usando a tecnologia 
do DNA Recombinante: Insulina

Empresa Genentech: Fundada por Boyer e Swanson em 1980 
para produção de insulina.

- No dia de lançamento de suas ações no mercado, em vinte 
minutos, o valor de cada uma subiu de U$35 para U$89. 
Maior e mais rápida valorização de todos os tempos da bolsa 
americana.

- Em 1991, 60% da empresa foram vendidos para Roche por 2 
bilhões de dólares!



$$$ O Negócio da Biotecnologia $$$

Panorama atual: 

Mais de 300 drogas (anticorpos, hormônios, etc.) 
produzidos através da tecnologia do DNA recombinante. 

E mais:

- Fontes de energia
- Produtos têxteis
- Produtos agrícolas
- Produtos da pecuária
- etc



$$$ O Negócio da Biotecnologia $$$

Panorama: 

Em 2017:
2500 Biotecs nos EUA
2100 na Europa
Brasil: aproximadamente 200 empresas
Fonte: https://www.proceedings.blucher.com.br/article-details/empresas-de-biotecnologia-e-biocincias-no-

brasil-um-panorama-26643

2024: 771 empresas de base biotecnológica no Brasil
(https://www.econodata.com.br/empresas/todo-brasil/busca-biotecnologia)

https://www.proceedings.blucher.com.br/article-details/empresas-de-biotecnologia-e-biocincias-no-brasil-um-panorama-26643
https://www.proceedings.blucher.com.br/article-details/empresas-de-biotecnologia-e-biocincias-no-brasil-um-panorama-26643
https://www.econodata.com.br/empresas/todo-brasil/busca-biotecnologia


Consequências e questões éticas



Consequências e questões éticas

• Will some genetically engineered organisms, or their products, be harmful to humans 
or other organisms, or to the environment?
• Will the development and use of genetically engineered organisms reduce natural 
biological diversity?
• Should humans be genetically manipulated?
• Will new diagnostic procedures, especially those based on genome sequencing, 
undermine individual privacy?
• Will financial support for molecular biotechnology constrain the development of other 
important technologies?
• Will the emphasis on commercial success mean that the benefits of molecular 
biotechnology will be available only to wealthy individuals or nations?
• Will agricultural molecular biotechnology undermine traditional farming practices?
• Will medical therapies based on molecular biotechnology supersede equally effective 
traditional treatments?
• Will the quest for patents inhibit the free exchange of ideas between researchers?

De: Glick, Patten, Molecular Biotechnology: Principles and 
Applications of Recombinant DNA 5th Edition



Aula de Hoje

Fundamentos de Biologia Molecular:

- A tecnologia do DNA recombinante (clonagem de genes)

- PCR



Qual organismo é vetor para tecnologia do DNA 

recombinante?



- Obter, através da tecnologia do DNA recombinante , um 
fragmento de DNA de interesse (um ou mais genes), 
carregado por um vetor (plasmídeo, fago, etc...).

- Estas técnicas também se aplicam à construção de 
bibliotecas de genes ou cDNAs

Clonagem – A tecnologia do DNA recombinante



Clonagem

Para que serve? 
Muita coisa! Mas em termos de Biotecnologia, podemos destacar:

➢ Expressar genes para modificar características desejáveis de um 
organismo, ou introduzir novas;

➢ Introduzir alterações no genoma de um organismo;

➢ Expressar e purificar proteínas de interesse;

➢ Obter bibliotecas visando isolar um gene de interesse a partir da 
mesma.



Enzimas usadas em clonagem – DNA ligase



Enzimas usadas em clonagem – Enzimas de Restrição

➢ Enzimas produzidas por bactérias, para defesa contra 
DNA exógeno (bacteriófagos)

➢ Mais usadas em Biologia Molecular: Enzimas do tipo 2

➢ Reconhecem sequências palindrômicas no DNA, e 
clivam uma ligação fosfodiéster em uma posição 
específica.



Enzimas usadas em clonagem – Enzimas de Restrição



Ligação de duas extremidades coesivas é muito mais eficiente 
do que de duas extremidades cegas!!!

Clonagem – a tecnologia do DNA recombinante



Suportam bem fragmentos de no máximo 10 Kpb.

Vetor Plasmidial Moderno Típico

Identificação de células que 
receberam um vetor recombinante

Seleção para as células que 
receberam o vetor

Sítio múltiplo de clonagem

Origem de replicação



Vetor Plasmidial Moderno Típico

Como funciona o gene lacZ´ (fenômeno de complementação α)

Fonte wikipedia



Clonagem



Clonagem



Vetores para clonagem - Plasmídeos

Plasmídeos são moléculas de DNA de ocorrência natural, de 
tamanho variado.
 Plasmídeos de virulência
 Plasmídeos de resistência
 Plasmídeos de atividades metabólicas
 Etc...

Entretanto, todos os plasmídeos usados rotineiramente em 
Biologia Molecular são derivados de plasmídeos naturais, 
que foram extensamente modificados para uso em 
clonagem.



Variam quanto à:

- Número de cópias por célula (de 1-2 a centenas)

- Gama de hospedeiros

- Tamanho

- Estabilidade

- Grupos de compatibilidade (plasmídeos do mesmo grupo 
não podem coexistir estavelmente na célula)

Vetores para clonagem - Plasmídeos



Outros vetores para clonagem

Type of vector Insert size (kb)

Plasmids 10

λ replacement 18

Cosmid, fosmid 40

P1 125

BAC, PAC 300

YAC 600

Mega-YAC 1400

Qual vetor usar?
R: Depende do tamanho do fragmento a ser clonado e da aplicação!

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/genomes/A10138/def-item/A10259/


Outros vetores de clonagem – BACs



Outros vetores de clonagem – BACs

http://www.scq.ubc.ca/the-big-bad-bac-bacterial-artificial-chromosomes/

http://www.scq.ubc.ca/the-big-bad-bac-bacterial-artificial-chromosomes/


Outros vetores de clonagem – YACs

Cromossomos artificiais de levedura

Fragmentos de 1080 pb foram agrupados em fragmentos cada vez
maiores, através de recombinação homóloga in vivo em leveduras, até
formar o genoma complete em um único YAC



Mas como clonar um gene específico?

Basicamente, de três maneiras diferentes:

✓ Obter um clone com o gene desejado realizando uma varredura 
de uma biblioteca genômica.

✓ Síntese química in vitro da sequência desejada para posterior 
clonagem

✓ Obter o gene por PCR para posterior clonagem

P: O que as duas últimas opções tem em comum??

Requerem que você conheça a sequência do gene!



Bibliotecas genômicas

Bibliotecas genômicas: conjunto de diferentes fragmentos de DNA 
que compõem um genoma clonados em vetor.

Servem para:

✓ Repositório de genes de um determinado organismo.

✓ Sequenciamento de genomas

✓ Uso em diferentes tipos de varredura, para isolar um gene de 
interesse. 

✓ Uso em diferentes experimentos. P. ex., detecção de interações 
proteína-proteína.



Construção de bibliotecas genômicas



Como encontrar seu gene de interesse na biblioteca?

Procurando pela atividade ou expressão da proteína 
codificada
- Ensaios funcionais
- Ensaios imunológicos

Procurando um gene conhecido pela sua sequência
- Colony Blotting, PCR



Clonagem de genes eucarióticos

Para fins práticos, os íntrons que interrompem os genes eucarióticos são indesejáveis

Solução?

Clonar o cDNA!! 

Corresponde ao RNAm maduro, já processado (sem íntrons)



Obtendo cDNA

O que falta aqui 
nesse esquema?

R: Primer para a síntese 
da segunda fita!!



Obtendo cDNA – segunda fita!

Método da 
transferase 
terminal



Clonagem de genes eucarióticos

Método de 
“nick 
translation”



Exemplo de uso de bibliotecas genômicas

Planta que vive em 
ambientes com alta 
salinidade.

Objetivo: isolar genes eu 
conferem maior 
resistência ao sal, 
provenientes das bactérias 
da rizosfera

Identificando clones de interesse 
através de ensaios funcionais



Reação da polimerase em Cadeia (PCR)



Como a célula copia o DNA?

Quais são os componentes básicos necessários para reproduzir esta reação
in vitro?

Iniciador
(Primer)!



(dNTPs)

s

molde

DNA

tampão

MgCl2

O que é necessário para reproduzir a síntese de DNA in vitro?



Reação da polimerase em Cadeia (PCR)



Reação da polimerase em Cadeia (PCR)



Desenho de inciadores:

➢ Usualmente, entre 15 e 25 nucleotídeos

➢ Devem flanquear a sequência a ser amplificada

➢ Idealmente, os dois iniciadores devem ter Tms semelhantes
Tm = 2(A+T) + 4 (G+C)

➢ Não devem conter alta quantidade de GC na sua porção 3`, mas 
devem terminar preferencialmente em G. 

Iniciadores para PCR



Especificidade da PCR:

- Desenho dos iniciadores

- Temperatura de anelamento usada nos ciclos (geralmente, 5 graus 
abaixo da Tm dos  oligos)

Especificidade e Fidelidade da PCR

Fidelidade da PCR:

- Concentração de magnésio

- Concentração de dNTPs

- Enzima utilizada



Clonando produtos de PCR

Sequências de sítios de 
restrição ou outras que 
favoreçam a clonagem podem 
ser adicionadas aos iniciadores

Estas sequências estarão 
presentes no produto final! 



PCR e a nova revolução da Biotecnologia

Com o advento do PCR e da era genômica, a tarefa de 
clonar um gene de interesse pode dispensar bibliotecas!

Sequências 
de genomas 
completos

Identificação de 
genes com 
potencial 

biotecnológico

PCR e clonagem 
para aplicações 

diversas



Métodos alternativos de clonagem

Outros métodos de clonagem:

➢ Clonagem Recombinacional

➢ SLIC (sequence and ligation-independent cloning): 
Li M.Z. & Elledge S.J. (2007), “Harnessing homologous recombination in vitro to 
generate recombinant DNA via SLIC”, Nature Methods, 2007, 4 (3), 251-256

➢ Gibson assembly (ideal para fragmentos grandes)

https://j5.jbei.org/j5manual/pages/22.html

Daniel G Gibson, Lei Young, Ray-Yuan Chuang, J Craig Venter, Clyde A Hutchison III & 
Hamilton O Smith
Enzymatic assembly of DNA molecules up to several hundred kilobases
Nature Methods volume 6, pages 343–345 (2009)
doi:10.1038/nmeth.1318



Métodos alternativos de clonagem - Recombinacional

Integração e excisão de bacteriófagos mediada por recombinação sítio-espécifica 



Métodos alternativos de clonagem - Recombinacional



Métodos alternativos de clonagem - SLIC

Propriedades da T4 DNA polimerase



Métodos alternativos de clonagem - SLIC

https://j5.jbei.org/j5manual/pages/22.html



Métodos alternativos de clonagem – Gibson assembly

https://j5.jbei.org/j5manual/pages/22.html



Métodos alternativos de clonagem

https://j5.jbei.org/j5manual/pages/22.html

Ambos os métodos (Gibson e SLIC) podem ser usados para a montagem de 
construções complexas!



Construindo um genoma sintético

J. Craig Venter

JCVI – Instituo de Pesquisas em genômica



Construindo um genoma sintético

Baseado nos micoplasmas, procariotos com os menores genomas!

Recriou-se o genoma de Mycoplasma mycoides, para introdução em células de M. capricolum

Desafios: 

• Construção do genoma sintético em
YAC

• Isolar DNA do cromossomo artificial de 
levedura intacto

• Transplantar a linhagem recipiente
com o genoma sintético.

• Driblar o sistema de restrição da 
linhagem recipiente.



Construindo um genoma sintético

Mycoplasma mycoides JCVI-syn1.0 (foi incluído o gene 
lacZ)

M. capricolum subspecies capricolum
(linhagem receptora- originalmente lac-)



Construindo um genoma sintético mínimo!



Construindo um genoma sintético mínimo!

O genoma de Mycoplasma mycoides (JCV-syn1.0) foi usado como base para fazer um 
genoma ainda menor, contend apenas os genes essenciais para crescimento em

laboratório!  531 kb (473 genes)

DOI: 10.1126/science.aad625

https://doi.org/10.1126/science.aad6253
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