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Desenvolvimento do conhecimento Génico

GENETICA CLASSICA OU MENDELIANA

1900 —

1910 —
conhecimento genético

1920 ——

1930 — transformacao & demonstrada

1940 — GENETICA MICROBIANA

1950 — .
genética molecular

1960

CLONAGEM MOLECULAR

1970 —

desenvolvimento de técnicas
1980 —

1990 e \/
2000 —

As areas escuras representam o periodo de maior desenvolvimento dos respectivos temas

aplicacao
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O Dogma Central da
Biologia Molecular

Proposto por sir Francis Crick
em 1958 na tentativa de
relacionar o DNA, o RNA e
proteinas.

O DNA pode se replicar e dar origem a
novas moléculas de DNA, pode ainda ser
transcrito em RNA, e este por sua vez
traduz o codigo genético em proteinas




Replicagdo do DNA

Desenho do trabalho de Watsone Crick

representando a esirutura do DNA
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Replicagdo do DNA
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Desenho do trabalho de Waisone Crick
representando a esirutura do DNA
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Desenho do trabalho de Waisone Crick
representando a esirutura do DNA
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Replicagdo do DNA

Esquema de duplicagdo de DNA

D Adenina
Timina
K Citosina
2D Guanina

P = Fosfato
D = Desoxirnbose

Hipotese proposta por W & C
Replicacao é Semi-conservativa
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Métodos de Biologia Molecular

Como ja foi bastante comentado, os métodos
de biologia molecular dependem do (e foram
desenvolvidos com base no) entendimento das
propriedades das moléculas bioldgicas

Cap 20 - Molecular Biology of the Gene, James Watson e cols (5% Ed., 2004) - pg 647
* técnicas de manipulacao de ac. nucléicos (do isolamento, as comparagdes genomicas)

GENE <«—> GENOTECA

< I

SEQUENCIA DE NUCLEOTIDEO $ SONDA DE DNA
PEPTIDEO SINTETICO OLIGONUCLEOTIDEO

ANTICORPOS MONOCLONAIS

e

PROTEINA I

SEQUENCIA DE
AMINOACIDO $




Aplicagdo prdtica e definigdo de alguns conceitos

técnicas:

Padrao de Digestao : RFLP

GENE ﬁ?:% de Nucleotideos : Genotipagem

Q. 7~

Sintese de Peptideos

PROTEINA Expressao Génica : Analise funcional

m Hibridizacao : Southern, Northern, Dot-Blot

Proteoma :

conceitos — definigdes :
Tecnologia do DNA Recombinante - CLONAGEM
Ferramentas Biotecnologicas - enzimas: vetores,
Analise de um DNA - genotecas; DNA sintético, Gel
Selecao de um clone - varredura (screening), Hibridizacéo ou Hibridacdo
Expressao de um gene
Aplicacoes da Biologia Molecular - em terapia e diagnéstico médico
Questoes de Seguranga e Etica



Clonagem molecular: DEFINICAO

Definigdo de clonagem molecular: A clonagem molecular € o processo de
construgdo de moléculas de DNA recombinante e da sua propagagdo em
hospedeiros apropriados que possibilitam a selegdo do DNA recombinante.

Esta tecnologia permite estudar os genes e os seus produtos, obter
organismos transgénicos e realizar terapia génica.

Expressoes utilizadas com o mesmo significado:
» clonagem molecular

engenharia genética

manipulagdo génica

clonagem génica

tecnologia do DNA recombinante

modificagdo genética

VVVVYV



Clonagem molecular: APLICACOES

1- Ferramentas para Pesquisa Bdsica:

2- Diagnés‘rico: agentes de doencas infecto-parasitarias
- Produgéao em larga escala de proteinas recombinantes para kits de ELISA, etc.
- Sondas de DNA (hibridizagao e/ou PCR): diagnostico de paternidade, aplicagées
forenses, doengas genéticas, estudos antropologicos, arqueoldgicos e filogenéticos.

3- Producdo de Substancias Biologicamente Ativas: uso terapéutico, como :insulina,
d-interferon, fatorVIIl de coagulagéao, horménio de crescimento; VANTAGENS - pureza
do farmaco, idéntico ao natural, custo de produgao e reprodutibilidade.

4- Producdo de Vacinas: definicdo e pureza do antigeno, reprodutibilidade e custo de
produgao

5- Alteragdo das caracteristicas animais e vegetais:

- Producéo de organismos trangénicos. a) melhores indices de produtividade (prod.
comercial), b) imunidade a doencas e pragas, c) melhor valor biolégico (proteina
ricas em AA essenciais em vegetais), d) modelos de estudo em pesquisa.

- Terapia génica.




Clonagem molecular: VIABILIZACAO

descobertas e desenvolvimentos importantes para
viabilizar o processo de clonagem molecular

1- Sistemas de Restricao e de Modificagao (Enzimas
de Restricao, Ligase, Polimerases, etc)

2- Vetores de Clonagem

3- Métodos de transformacao de celulas eucarioticas e
procarioticas




1 - Genoteca: genémica - Enz. restricdo

http://rebase neb.com/rebase/rebase html

Descricédo
Género
Espécie
Cepa

Ordem de
identificacao

Exp.de
utilizagao

Eco Rl Hind Il
Pc_mto de Ponto de
Slraga clivagem EcoRI Significado
5 GAATTC 3 5° ARGCTT 3 E Escherichia
CTTAAG TTCGAA co coli
Eixo de ' Eixo de ' R RY13
simetria Ponto de simetria Ponto de
clivagem clivagem I 1% identificada
FeoRV 5¢ GATATC S—GATl AIC—*
| 3‘ CTATAG 3 —-CTA TAG—SY
o 5'GATC i GAIC
3'CTAG 3 L TAG i
FcoPl5 1 5'CAGCAGN,;NN 5'---CAG CAG N,sNN =
e 3'GTC GTCN,,NN  3'—GTC GTC N, NN-—5'
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Métodos de clonagem molecular

1 Genoteca: genodmica - Enz. restricao, seringa, DNAse
c-DNA - genes de uma fase evolutiva especifica

2 Vetores: bacteriofagos, plasmidios, cosmidios, leveduras, etc

9 Construcao Genoteca - vetores de substituicao,
Insercao,
expressao.

4 Selecao dos Clones : XGal + IPTG (quimico),
P32 (radioativo),
AC (imunolégico)




Etapas na construgdo de uma Genoteca

TISSUE VECTORS
,; \ (choose a vector)

mRNA DNA
cDNA partially or completely
¢ digested DNA
methylated, ¢
double-stranded size fractionation
linkered DNA (_/
k-) clonable DNA

\ ligate DNA and vector

v

introduce ligated vector/target
DNA into E. coli (in vitro
packaging or transformation)

liter and characterize library

screen for ‘/ amplify for
desired clone long-term storage

Figure 5.0.1 Steps involved in the construction of cDNA or genomic DNA libraries.

Construction of
Recombinant
DNA Libraries

5.03

Copyright ® 1993 by Current Protocols Supplement 21 CPMB



Etapas na construgdo de uma Genoteca
de expressado

/
2.Cutting the
vector




Etapas na construgdo de uma Genoteca
de expressdo

A = D
1. Cutting out 2.Cutting the

the insert vector

Molecular Cloning

kd.'l’nnsformation ) of GFP




Aplicagdo pradtica e definigdo de conceitos (2)

técnicas:

Padrao de Digestao : RFLP

GENE

Seq. de Nucleotideos : Genotipagem

PCR

Q. 7~

Sintese de Peptideos

PROTEINA

Expressao Génica : Analise funcional
Proteoma :

m Hibridizacao : Southern, Northern, Dot-Blot

conceitos — definigdes :

Tecnologia do DNA Recombinante - CLONAGEM
Ferramentas Biotecnologicas - enzimas; vetores,

Analise de um DNA — genotecas;

Selecao de um clone - varredura (screening), Hibridizacdo ou Hibridac&o
Expressao de um gene

Aplicagoes da Engenharia Geneética - em terapia e diagnéstico médico
Questoes de Seguranga e Etica



Transcrigdo do DNA para o RNA
+ Traducdo do RNA

Indutor da transcricao




Regulagdo da Expressdo Génica

Regulacao do operon da lactose (operon /ac)

Genes estruturais

RNA Polimerase

’ -
DNA = - '
RNAm "
Dobramento /
do m
Polipeptideo l
Proteina
Repressora

‘ Lactose
A

Meio de Cultura
(IPTG)

p-Galactosidase Permease Transacetylase



Selecdo Quimica de clones recombinantes

lac +
- B . - ‘ ATIVIDADE ENZIMATICA
9 -

i transcrigéo X-Gal
recomb traducéo .
: — >  protémflsad [ >  SEMATIVIDADE ENZIMATICA
lac -

.- £ T2assd.
= & el
|
IPTG + X-Gal
|

Produto azul



Sele¢do de clones expressores
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Imunoselecdo de clones expressores

Reacao Primaria -- ligagdo dos grupos reativos da molécula antigénica com um dos
dois sitios de combinagao da molécula de anticorpo.

Reacao Secundaria -- visualizagao direta ou com auxilio de lupas da precipitagao ou da
aglutinacao.

Reacao Terciaria -- expressao biolégica da interagdo Ag-AC.

antigeno

i) substrato
anticorpo anti IgG marcada cromogénico



ELLS.A. (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)




Kit para Diagnéstico da Doenca de Chagas Stat-Pak

Diag.Microbiol.Inf.Dis. 2003; 46:265-

271

— - ——

-

By

S

Teste Imunocromatografico
Chembio Diagnostic Systems

CHAGAS STAT-PAK

A rapid immunochromatographic assay for
the detection of antibodies to Chagas

in serum or plasma

Lot and Expiration Date Printed on Pouches
For In Vitro Diagnostic Use Store at Room Temp
See Insert For Directions For Use
Chembio Diagnostics, Medford, New York 11763

LOT: CHO10597
EXP. 31 DEC 82
For Expont Oy



Aplicagdo pradtica e definigdo de conceitos (3)

técnicas:

Padrao de Digestao : RFLP

Seq. de Nucleotideos : Genotipagem

GENE PCR

Q. 7~

Sintese de Peptideos

PROTEINA Expressao Génica : Analise funcional

m Hibridizacao : Southern, Northern, Dot-Blot

Proteoma :

conceitos — definicdes :
Tecnologia do DNA Recombinante - CLONAGEM
Ferramentas Biotecnologicas - enzimas; vetores,
Analise de um DNA - genotecas; DNA sintético, Gel
Selecao de um clone - varredura (screening), Hibridizagdo ou Hibridacdo
Expressao de um gene
Aplicagcoes da Engenharia Genética - em terapia e diagnéstico médico
Questdes de Seguranca e Etica



Identificagdo de uma molécula especifica de DNA

3
Propriedade fisicas e quimicas do DNA: W”" 5
- Viscosidade 3 lroc ,
Sedimentagao em Gradiente de CsCl (+ CG, + denso) # ,
- Denaturagdo: Quimica - pH<4 ou >11 ( NaOH ) ’ﬁé 3 "

o

5
Fisica - Tm ( proporcional ao CG ) 3 lBOQC I. i3

3' /
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5 5 85°C 4 90°C 1) 7
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5,

Capacidade do DNA denaturado de reanelar

L

Formacao de moléculas hibridas quando DNAs homologo
e denaturados de duas fontes diferentes sao colocados sc
condi¢Oes de temperatura e forca iGnica apropriadas
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Hibridizacdo identificando uma molécula
especifica de DNA

Hibridizacao é o processo de pareamento entre dois
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Separagdo de moléculas de DNA e RNA por tamanho

Qdo submetidas a um campo elétrico em material poroso

buffer solution DNA fragments agarose gel

T
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further through the gel than
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Acho q jd esta bom... Boa tarde!!



Clones recombinantes expressores

EcoRl
TR o o ———
transcricéao
DNA s
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Hibridizagdo em Mycroarrays

Preparo da amostra Preparo das sondas ~ Andlise dos dados
v v =
OQ\C%
v
-




Pds - genomica

Epigenetic factors
Feedback loops

e R L e e e e e . =200 known post-translational
Transcription Processing Translation

: ; . modifications
' ' =1 .. (eg. phosphonylation, glycosylation
;| EHA iy BN | S e | Pi0tin é lipid attachment, peptide cleavage)

“““““ S

Transcriptional ~ Posttranscriptional Translational and Actiity controls actmty

control control degradation controls (eg, post-translational association, stability, halfife,
(eg. altemative splicing,  Translational frameshifting  modifications, degradation, localisation, activity, etc)
altemative polyadenylation, compartmentalisation)



Transcri¢cdo do DNA para o RNA

Base pair

Sugar
phosphate
backbone

DNA RNA
Bases Deoxyribonucleic acid Ribonucleic acid

0
H é\ o
4
W ,"/&o
H

replaces Thymine in RNA

Nitrogenous
Bases



Definicdo deum GENE

%

Geneética classica = é a unidade fundamental da hereditariedade.

N

Cada gene é formado por uma sequéncia especifica de nucleotideos que
codifica uma informacao genética - proteina.

v' Muitas vezes apresentam sao flaqueados por sequéncias regulatorias
como: Promotor, Operador, Origem de Transcricao, Sinal de Terminacao.

v" Em células Eucaridticas um gene geralmente inicia coma sequéncia ‘AUG’

Cell

Nucleus | l

Chromosomes

DNA promotor gene

| transcri¢cao ‘

mRNA



Principios bdsicos de Biologia Molecular

‘ GENE «—> GENOTECA I

SEQUENCIA DE NUCLEOTIDEOS SONDA DE DNA
PEPTIDEO SINTETICO OLIGONUCLEOTIDEO
ANTICORPOS MONOCLONAIS SEQUENCIA DE
AMINOACIDOS

Q7"

PROTEINA I




Composic¢do quimica dos dcidos Nucleicos
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Composigdo quimica dos dcidos Nucleicos

PURINAS - A G
PIRIMIDINAS -C T U
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Propriedade fisicas e quimicas do DNA:

- Viscosidade

- Sedimentagao em Gradiente de CsCl (+ CG, + denso)
- Denaturagdo: Quimica - pH<4 ou >11 ( NaOH )

M

,,47

Fisica

—
85°C

- Tm ( proporcional ao CG )

5’

Hibridizacao
Estringéncia



Conceitos bdsicos de genética cldssica

- Traducao B
Transcricao ( “
—* ”}:,’ ':,-v'/“

/

Duplicacao
DNA




Dogma Central da Biologia Molecular

transcricdo

@NA ——> RNA ——> Proteinas

replicacdo

O DNA pode se replicar e dar origem a
novas moléculas de DNA, pode ainda ser
transcrito em RNA, e este por sua vez
traduz o codigo genético em proteinas

traducdo

-\\

a==>

transcricao

DNA

l-’_

traducao

aminoacidos

ribossomos proteinas




Transcrigdo do DNA para o RNA

Processo de sintese de RNA a partir de um molde de DNA

RNA Polimerase

Apenas uma fita e transcrita na direcao 5'—— 3’ ’/

Enzima atuante: RNA Polimerase (5 unidades)
Reconhece os sinais de transcricao no DNA:

- Promotor : regides -35 e -10 (TATA box)

- Operador : Op. (regulacao génica) .

- Origem de Transcricao : AUG (metionina)

- Terminacao - regiao rica em GC + AAAAAA..
- fator rho




Transcri¢cdo do DNA para o RNA

Promotor .
(oo e Nucleotideos JG.

Terminador
(término do gene)

AN N/ AN NN TN NN N NN N NN NN NN TNV NN N TN N s

S




Transcrigdo do DNA para o RNA

policistrénico

5 Prgmotor oT

genel

Cél Eucariotica
bactérias

OT gene2
AN AN PZZZA TN

3v

DNA

5

1

Larecao da tradugdo

> Polymbossomo

~Rbossomo
~mRANA

monocistronico

A B C 3
R SSAAA DNA
intron _ exon 5



Inibicdo da tradugdo - RNAI

transcricdo traducdo

DNA ——= RNA ——> Proteinas

replicacdo

mRNA

traducao

DNA

ribossomos aminoacidos  proteinas




Tradugdo do RNA para a proteina

tRNA,

saindo tRNA; aa7

chegando

5.' =) 155 I O 0 O

——> Movimento do ribossomo

—— —— N —— —— —— —
Codon Codon Codon Codon Codon Codon Codon
aa, aa, aa, aa, aa aag aa,



1a

Tradugdo do RNA para a proteina
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GUG GCG GAG GGG G
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