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RESUMO
A partir da descoberta da estrutura do DNA por James
Dewey Watson e Francis Harry Compton Crick em 1953 e
consequentemente a caracterização de uma enzima de res-
trição provinda de Escherichia coli por Matthew Stanley
Meselson e Robert Yuan em 1968 é que novas tecnologias
de Biologia Molecular foram desenvolvidas, culminando na
primeira clonagem genética em 1972. Esta tecnologia pode
ser utilizada em diversos estudos, como mecanismos de
replicação e expressão gênica, na descrição da sequência de
um gene e sua proteína codificada, além de culturas micro-
bianas com a capacidade de desenvolverem substâncias de
interesse como a insulina humana, enzimas industriais,
vacinas entre outras variadas aplicações. Portanto, o obje-
tivo desta revisão é fornecer informações sobre os métodos
e aplicações da clonagem gênica. Para a realização da revi-
são bibliográfica foram utilizados os bancos de dados Goo-
gle Acadêmico, Pubmed, PMC e Science Direct.

PALAVRAS-CHAVE: Clonagem de genes, clonagem mo-
lecular, engenharia genética.

ABSTRACT
The Since the discovered of the DNA structure by James
Dewey Watson and Francis Harry Compton Crick in 1953 and
consequently characterization of a restriction enzyme from
Escherichia coli by Matthew Stanley Meselson and Robert
Yuan in 1968 is that new technologies was developed end up in
the first gene cloning in 1972. This technology can be used in
many researches, such as mechanism of replication and gene
expression, the description of a gene sequence and its encoded
protein, besides microbial cultures with the capacity of develop
interest substances as human insulin, industrial  enzymes,
vaccine and many others applications. Thus, the objective of
this review is to provide information about gene cloning
methods and applications. The literature review was performed
in the database as Google Scholar, Pubmed, PMC and Science
Direct.

KEYWORDS: Gene cloning, molecular cloning, genetic
engineer.

1. INTRODUÇÃO
A estrutura do acido desoxirribonucleico (DNA) é

composta por duas hélices ligadas, ao redor do mesmo
eixo, segundo Watson & Crick (1953), este estudo mar-
cou a revolução molecular, dando início a várias técnicas
utilizadas hoje na genética molecular.

A engenharia genética, que permite a manipulação do
material genético dos organismos, surgiu em 1972,
quando cientistas da universidade de Stanford, nos Es-
tados Unidos conseguiram combinar DNA de Escheri-
chia coli ao do Simiam papiloma vírus (JACKSON et al.,
1972).

Nathans & Smith (1975) descreveram enzimas de
restrição essenciais para a manipulação do DNA in vitro,
também fundamentais para o isolamento de fragmentos
específicos de DNA para clonagem in vivo, desenvolvida
por Berg em 1972.

Também em 1975, uma nova abordagem metodoló-
gica, denominada Southern blotting (SOUTHERN,
1975), começou a ser usada para análise genética. O
Southern blotting baseia-se na clivagem de DNA com
enzimas de restrição, seguido por eletroforese, transfe-
rência de bandas para uma membrana, e finalmente, hi-
bridização com sondas moleculares específicas.

Em 1977, técnicas de sequenciamento permitiram a
identificação de alterações específicas na sequência de
DNA e a associação destas com diferentes doenças ge-
néticas. Depois disso, o principal marco no desenvolvi-
mento das técnicas de diagnóstico molecular foi a técni-
ca da reação em cadeia da polimerase (PCR). Apesar dos
princípios da técnica de PCR terem sido conceitualmente
descritos já em 1971 (KLEPPE, 1971), os primeiros da-
dos experimentais só foram publicados em meados dos
anos 80 (SAIKI, 1985).

Os estudos genéticos moleculares utilizam uma va-
riedade de técnicas para analisar os ácidos nucléicos
(DNA e RNA). Dentre estas técnicas as mais utilizadas
são: técnica de hibridização do tipo dot ou blot, Southern
e Northern, e hibridização in situ; técnicas de amplifica-
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ção de alvos-específicos como a PCR, PCR competitiva,
PCR-transcriptase reversa (RT-PCR) e a PCR em tem-
po-real; métodos de amplificação de sinal, como por
exemplo branched DNA (bDNA); tecnologia de arrays.
Os resultados destes ensaios podem ser úteis no diagnós-
tico, prognóstico, determinação da terapia a ser utilizada,
e até mesmo na avaliação da suscetibilidade a doenças.

O objetivo deste trabalho foi realizar uma revisão
bibliográfica de aspectos relacionados à clonagem de
genes, descrevendo sobre suas aplicações, conceitos e
métodos.

2. MATERIAL E MÉTODOS

Este estudo possui caráter bibliográfico e foi reali-
zado com base em artigos publicados na literatura cientí-
fica. Os bancos de dados utilizados para tal finalidade
foram: Google Acadêmico, Pubmed, PMC e Science
Direct. A seleção dos artigos utilizados para o desenvol-
vimento da revisão teve como critério trabalhos publi-
cados na língua portuguesa e inglesa disponíveis como
texto completo, com importância para o tema abordado e
que se enquadraram nos descritores: clonagem de genes,
clonagem molecular e engenharia genética. Os dados
foram analisados por meio da leitura dos artigos e con-
seguinte seleção das informações relevantes que se ade-
quassem ao objetivo e ao tema da pesquisa.

3. DESENVOLVIMENTO
Clonagem de genes

Atualmente a área de biotecnologia tem pesquisado e
realizado diversas técnicas de clonagem gênica, que por
sua vez tem sido desenvolvida por meio de algumas
tecnologias e métodos a ela aplicada. Clonagem mole-
cular também é conhecida como engenharia genética,
manipulação gênica, clonagem gênica e tecnologia do
DNA recombinante. A mesma caracteriza-se por isolar e
amplificar um gene específico de interesse, introduzir
este gene em um vetor a fim de cloná-lo, com sua efetiva
multiplicação em uma célula hospedeira onde os mi-
crorganismos são os mais utilizados, pelo fato de seu
rápido desenvolvimento, fácil manutenção e manipula-
ção (COHEN, 2013). Em geral os estudos a ela aplica-
dos, possibilitam o melhor conhecimento da natureza
dos genes e proteínas, trazendo benefícios inclusive no
campo da medicina, pois possibilita a produção de pro-
teínas recombinantes (JOHNSON, 1983) além de ser de
grande interesse na área de enzimas e áreas como pecuá-
ria e a agricultura, que com a introdução desses genes
em algumas espécies de animais e/ou vegetais, tem au-
mentado possibilidade de criação de recursos de cura e
aprimoramento de algumas espécies. Desta forma, a
clonagem gênica assume um importante papel nas áreas
como agricultura, medicina, pecuária (MACEDO, et al.,

2011). O processo de construção de moléculas de DNA
recombinante compreende duas etapas: Na primeira o
fragmento de DNA de interesse, chamado de inserto, é
amplificado e ligado à outra molécula de DNA (vetor de
clonagem), gerando a molécula de DNA recombinante;
na segunda o DNA recombinante é propagado em uma
célula hospedeira suscetível a diversos antibióticos. Esta
célula transformada pode ser identificada por meio da
adição de antibióticos específicos no meio de cultura, no
caso de microrganismos, já que os transformados pos-
suem os plasmídeos com resistência ao antibiótico esco-
lhido, como marcador de seleção. Para a realização deste
processo primeiramente são necessárias algumas infor-
mações, como: a sequência de nucleotídeos (que permi-
tirá obter os oligonucleotídeos que delimitará a sequên-
cia de interesse); o organismo de origem (se é eucarioto
ou procarioto) se for procarioto o gene pode ser isolado e
amplificado por PCR, a partir do DNA da fonte e se for
eucarioto, quando for um gene interrompido por um ou
mais introns, é necessário o tratamento para a retirada
desses, já que microrganismos procariotos (bactérias)
não possuem essas sequências intervenientes. Assim, se
o gene contendo os introns forem inseridos em uma cé-
lula procariota, a expressão do gene não irá ocorrer cor-
retamente, pelo fato dos procariotos não possuírem a
maquinaria necessária para o processamento do mRNA
que envolve o splicing. Desta forma é possível solucio-
nar este problema com o método RT-PCR que possui
duas partes: a primeira corresponde a reação da transcri-
ção reversa, e a segunda a PCR, onde se sintetiza molé-
culas de DNA a partir de moléculas de RNA mensageiro
(mRNA) como molde, assim apenas a região codifica-
dora de um gene eucarioto é obtida, ou seja, a sequência
que tem a informação final para a codificação de uma
proteína. Outra forma é a obtenção destes genes por bi-
bliotecas de cDNA (COHEN, 2013). Alternativamente,
esses genes de eucariotos podem ser clonados em hos-
pedeiros como fungos leveduriformes como Saccha-
romyces cerevisiae.

Enzimas de Restrição
As enzimas de restrição, inicialmente descobertas em

bactérias como um sistema de defesa contra a infecção
por bacteriófagos, atuando como sistema de guarda, as-
sumem um importante papel na clonagem gênica. Con-
forme a literatura, o próprio microrganismo protege seu
DNA de tal degradação, protegendo-o por meio da meti-
lação da sequência palindrômica reconhecida pela pró-
pria enzima de restrição. Esse sistema de defesa propor-
cionado pela enzima é conhecido como modifica-
ção-restrição (COHEN, 2013). As enzimas de restrição
são divididas nos tipos, I, II e III. As enzimas do tipo I
tem a capacidade de reconhecimento de uma sequência
característica assimétrica, e clivam o DNA a uma distân-
cia aleatória de pelo menos 1000pb do seu local de re-
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conhecimento. As enzimas tipo II, são classificadas co-
mo enzimas monoméricas ou diméricas e realizam a
partição do DNA no mesmo sítio de seu reconhecimento,
de estrutura palindrômica (MACEDO, et al., 2011). E as
do tipo III reconhecem sequências assimétricas, realizam
a clivagem de 24 a 26 pares de bases posteriores. Outro
fator importante é o tipo de corte, existindo dois, um
corte realizado no eixo simétrico na sequência específica,
criando extremidades abruptas, e o outro corte ocorre
assimetricamente situada ao redor do eixo de simetria,
originando extremidades coesivas. Um fator muito sig-
nificativo dessas enzimas, é que quando clivadas por
uma endonuclease, tal feito será sempre no mesmo ponto,
permitindo assim um padrão de restrição característico,
logo proporcionando isolar partes específicas do DNA
de interesse (PINGOUD, et al, 2014). Outro fator im-
portante seria que após a clivagem do DNA, o mesmo
passa a ter extremidades de fita simples, o que permite
outra molécula de DNA que possua extremidade de fita
simples e complementar se ligar, o que forma o que co-
nhecemos por DNA recombinante. Para que esses frag-
mentos permaneçam juntos é necessário recompor uma
ligação fosfodiéster com a DNA ligase. Para isso, é pre-
ciso um grupamento de hidroxila livre na extremidade 3’
de um dos fragmentos do DNA (NATHANS & SMITH,
1975).

Reação em Cadeia da Polimerase (PCR)
Essa técnica permite a amplificação de uma sequên-

cia específica de DNA a partir de uma mix, contendo o
DNA molde, dNTP´s, DNA ligase e DNA polimerase.
Para isso é preciso realizar a síntese de dois oligonucleo-
tídeos (primers) de DNA, complementares a cada fita de
DNA, demarcando a região de interesse. O ciclo de PCR
tem como base a desnaturação (separação das duplas
hélices), resfriamento seguido da hibridização e incuba-
ção para a atividade da DNA polimerase, que gerará no-
vas fitas de DNA, usando quatro desoxirribonucleotídios,
o que permitirá que o gene de interesse seja amplificado
para a inserção no vetor. Uma forma alternativa da téc-
nica de PCR é a RT-PCR, que possui duas partes: a pri-
meira corresponde a reação da transcrição reversa, e a
segunda a PCR. A diferença básica entre a PCR e a
RT-PCR é que na última se sintetiza moléculas de DNA
a partir de moléculas de RNA mensageiro (mRNA) co-
mo molde, diferente do PCR que o molde é DNA. Desta
forma, apenas a região codificadora de um gene eucari-
oto é obtida, ou seja, a sequência que tem a informação
final para a codificação de uma proteína. Em primeiro
lugar, este é um dos pontos mais importante para o uso
desta técnica, pois grande parte dos estudos em Biologia
Molecular é realizado em bactérias, expressando-se e
purificando proteínas de eucariotos neste organismo.
Como já informado anteriormente, bactérias, diferente
de eucariotos, não possuem íntrons em seu DNA, e desta

forma, não possuem a maquinaria necessária para, após a
transcrição, retirar os íntrons do mRNA. Por isso a
RT-PCR veio para resolver este problema, pois agora é
possível obter apenas a sequência codificante dos genes
eucariotos para, então, expressá-los em bactérias (TÓTH
et al., 2014; Tillet & Neilan, 1999).

Vetores
Para realizarmos a clonagem gênica, a presença de

um vetor é essencial, ou seja, moléculas de DNA as
quais são denominadas de vetores de clonagem, permi-
tindo a inserção de DNA adicional ao mesmo o que pos-
sibilitará a multiplicação preferencial do inserto de inte-
resse. Os vírus foram os primeiros vetores a serem utili-
zados para inserir genes em células de mamíferos: o ví-
rus SV40, isolado de células tumorais de macacos, apre-
senta 5.200 pares de bases que podem ser divididas em
duas regiões, região precoce e tardia. A região precoce é
expressa pelo ciclo lítico e a região tardia apenas após o
inicio da replicação viral, portanto a clonagem pode ser
feita substituindo a região precoce ou tardia (WATSON,
1988). Em geral há dois importantes vetores, os plasmí-
deos e os fagos. O primeiro tem como características
estar separado do DNA cromossômico da célula, repre-
sentando uma parte do DNA total da célula hospedeira
bacteriana. Eles têm a capacidade de replicação autôno-
ma dentro da célula hospedeira, em geral células que
portam o plasmídeo tendem a ter resistência a antibióti-
cos, tem mais de um sítio de reconhecimento de enzimas
de restrição, região conhecida como múltiplo sítio de
clonagem (MSC), dentro dessa região o plasmídeo é
clivado por endonucleases, permitindo consequente-
mente a adição de um fragmento de DNA. Existindo
ainda o que chamamos de plasmídeo de expressão que
permite a expressão de um gene de relevância para célu-
la hospedeira (WATSON, 1988; COHEN et al., 1973).
Há também os fagos, ou bacteriófagos que colonizam
facilmente suas células hospedeiras, ou seja, vírus que
contaminam bactérias. Eles possuem em seu genoma
sequências de DNA fundamental para o ciclo lítico ou
lisogênico. Algumas de suas vantagens seria sua maior
eficiência quando comparado ao plasmídeo, para clona-
gem de fragmentos maiores. Quando utilizado, o fago é
empacotado in vitro, o que proporciona 100% de eficácia
na infecção da célula hospedeira, com a possibilidade de
integração do inserto de DNA em uma célula hospedeira
final (que não seja para clonagem gênica) ou mesmo
para multiplicação em uma célula bacteriana, via ciclo
lítico, com a produção de novos fagos carreando o in-
serto de DNA. Os fagos tem a capacidade de inserção de
15kb, que é suficiente para clonarem genes e suas regi-
ões flanqueadoras, contudo existem genes de 35kb a
40kb, que podem ser clonados em cosmideos. Os cos-
mideos são plasmídeos que possuem um fragmento do
DNA do fago, que possui o sítio cos, podendo dessa
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forma serem utilizados como vetores de clonagem por
meio do empacotamento in vitro, que reconstitui a es-
trutura do fago permitindo a infecção da célula hospe-
deira (COLLINS & HOHN, 1978).

Microrganismos hospedeiros
A clonagem é uma das técnicas moleculares mais di-

fundidas em ecologia microbiana (ALMEIDA, 2009). A
expressão de proteínas recombinantes em microrganis-
mos transformados tem se mostrado uma técnica funda-
mental na biologia molecular moderna e vem sendo feita
desde a década de 70 (QORONFLEH, HESTERBERG,
2007).

A produção em larga escala de proteínas recombi-
nantes para subsequente purificação é hoje uma técnica
em ascensão. Essa tecnologia possui importante aplica-
ção englobando sua utilização em imunização, estudo
bioquímicos, uso biotecnológico e terapêutico (BAL-
BÁS, 2001). Uma das utilizações da clonagem de mi-
crorganismos é a produção de vacinas que utiliza proteí-
nas da capa viral produzindo uma vacina muito mais
segura comparada com as que utilizam vírus mortos. As
bactérias, por ter um cultivo rápido e produzir altas
quantidades de proteína recombinante a baixo custo, são
as mais utilizadas entre os microorganismos (MAKRI-
DES, 1996; HANNIG, MAKRIDES, 1988).

Transformação genética
Na natureza, temos vários exemplos de transferência

genética de DNA para bactérias como a transformação,
eletroporação e transfecção. A transformação bacteriana
é realizada pela absorção de fragmentos de DNA exó-
genos presentes no ambiente circundante, originados de
outras bactérias mortas e decompostas, e comparativa-
mente, no caso da clonagem molecular realizada no la-
boratório, o fragmento de DNA que será absorvido cor-
responde ao gene de interesse para a clonagem. Desta
forma o material genético, se compatível, será incorpo-
rado ao seu material genético, sendo duplicado.

O processo de transformação in vitro é utilizado em
bactérias, em que a bactéria competente para a transfor-
mação é colocada em contato com o vetor de clonagem,
na presença de cloreto de cálcio, leva a uma alta fre-
qüência de transformantes. Um exemplo prático seria a
transformação bacteriana (E.coli) visando a produção de
insulina humana que, após o processo de inserção do
gene, passam a sintetizar o hormônio. Apenas um limi-
tado número de espécies bacterianas possui a capacidade
natural de transformação, outras são suscetíveis a trata-
mentos especiais que induzem esta capacidade (trans-
formação química na presença de CaCl2). Um método
alternativo à transformação química, é o uso de corrente
elétrica com o objetivo de gerar distorção na membrana
da célula para então incorporar o DNA exógeno. Pri-
meiramente a eletroporação, que consiste na formação de

poros localizados na membrana da célula causados por
corrente elétrica aplicada, foi desenvolvida para o uso de
células eucariotas e posteriormente este método foi
adaptado para microrganismos (WIRTH et al., 1989).

O processo de introduzir DNA em uma célula euca-
riótica sem ser de forma viral é definido como transfec-
ção, onde se usa método químico, lipídico ou físico. Este
processo é um método que neutraliza o problema de in-
troduzir moléculas carregadas negativamente em uma
membrana negativa. Substâncias químicas, como fosfato
de cálcio, revestem a molécula de DNA neutralizando a
carga ou criando uma carga positiva, o que torna simpli-
ficado a transfecção do DNA (Felgner et al., 1987).

KITS de clonagem
Muitos kits comerciais de clonagem molecular são

utilizados em diversas pesquisas. Geralmente possuem a
finalidade de tornar o processo mais rápido, fácil e pre-
ciso, para melhores resultados. Alguns exemplos de kits
de clonagem utilizados são: o AdvanTAge
PCR cloning kit (CLONTECH) (SCHAFFNER et al.,
1999), que tem como principal objetivo a união de frag-
mentos de DNA que têm 15 pb homólogos nas suas ex-
tremidades lineares, tornando o processo rápido e preci-
so. Um uso típico para esta tecnologia de PCR seria para
clonar produtos em vetores, sem a utilização de enzimas
de restrição, ligase, ou fosfatase. É um kit compatível
com qualquer inserto e qualquer vetor. Outro kit é o
CloneJET PCR Cloning Kit (KLEIMAN, et al., 2013)
que é um sistema avançado para uma alta eficiência de
clonagem de produtos de PCR gerados por polimerases
de DNA termoestáveis ou qualquer outro fragmento de
DNA. O kit apresenta a seleção positiva do vetor de
clonagem pJET1.2 / sem corte. Este vetor contém um
gene letal, que é interrompido pela ligação de um DNA
clonado. Como resultado, apenas as células com o DNA
recombinante são capazes de se propagar. O InsTAclone
PCR Cloning Kit e o Flex-C também são bastante utili-
zados (DEY et al., 2005; BABALOLA, 2009).

Processo baseado em cDNA
Em genética, DNA complementar (cDNA) (BATIS-

TA, 2009) é o DNA sintetizado a partir de uma molécula
de mRNA, cujos íntrons já foram removidos, ou seja, o
mRNA já passou pelo processo de splicing, sendo uma
reação catalisada pela enzima transcriptase reversa. Após
a extração e purificação do mRNA, é inserido um primer
para que a Transcriptase Reversa se ligue e sintetize a
fita única de DNA a partir do molde de RNA, gerando
um hibrido complementar e antiparalelo. O RNA, por
ser mais instável irá se degradar permanecendo apenas a
fita de DNA, que terá sua fita complementar sintetizada
pela ação de uma DNA polimerase. Esse cDNA poderá
ser clonado e também, por meio da PCR, ser duplicado e
amplificado para estudos de expressão gênica.
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4. CONCLUSÃO
A partir dos estudos de biologia molecular, que en-

volveram a elucidação da estrutura da molécula de DNA,
da descoberta e caracterização de enzimas, como enzi-
mas de restrição, DNA ligase, DNA polimerase entre
outras, e o desenvolvimento de técnicas como PCR,
muito tem se desenvolvido no que diz respeito à mani-
pulação genética. A clonagem de genes possui variadas
aplicações na área de pesquisa, por meio do conheci-
mento da organização de genomas, da sequência de ge-
nes e suas proteínas codificadas, da criação de bibliote-
cas de DNA e cDNA, além de produtos que beneficiam a
sociedade, como a produção de enzimas industriais,
produção de insulina humana, vacinas, hormônios de
crescimento e melhoramento genético. Apesar do grande
avanço da área, a manipulação genética possui um am-
plo campo ainda a ser explorado que pode gerar muitos
benefícios resultando em novos produtos e aplicações.
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