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Principios bdsicos 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
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Pds - genomica

Epigenetic factors
Feedback loops
e . >200 known post-translational
Transcription Processing Translation modifications
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control control degradation controls (eg, posttranslational association, stability, halfife,
(eg. altemative splicing,  Translational frameshifting  modifications, degradation, localisation, activity, etc)
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RNA editing)



Pds - genomica

Gendmica = identificacdo e sequenciamento de genes
Protedbmica = identificacdo e sequenciamento de proteinas



Pés - genomica :
Proteomica
Bio informatica



Proteomica

Necessidade de investigar o controle da expressao
géenica e seus impactos no metabolismo celular

Pode gerar informagoes importantes sobre:

» Quais proteinas sao expressas.

> Niveis de expressao dessas proteinas.

» ModificacOes pos-traducionais - fosforilacéo / glicosilacdo / etc.

> Respostas expressas pelas células em diferentes situacdes ou tratamentos.
» Diferencas moleculares entre linhagens celulares.

» Interacéo génica.
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Anélise de proteinas por Espectrometria de Massas (MALDI-ToF)



Bio - informatica

« Juncao da ciéncia computacional com Bio-Mol. Utiliza
conhecimentos da fisica, biologia, quimica,
informatica, ciéncia da computacdo e matematica.

 E também chamada de Biologia “in Silico”
« Buscando tratar os dados, desenvolve softwares para:

- Identificar genes

- Prever a configuracao tridimensional de proteinas
- Organizar e relacionar informacéao bioldgica

- Agrupar sequéncias homologas

- Montar arvores filogenéticas

- Analisar experimentos de expressao génica



NCBI Website

nal Center for Biotechnology Information - Mozilla Firefox
Editar Exibir Histdrico Favoritos Ferramentas Ajuda

login nas Contas do Google x ‘:'*_, Mational Center for Biotechnology Inf... > | + |

& www.nchi.nlm.nih.gov

5- MEC £ ChPq 7 Facebook 3 FAPESP - M3 FAPESP 5555 [l Folha [E) Gmail [ Google % IMT-USP [} USP Mail = PubMed M) Buscapé (O Previsio-SP @ iCarros [ Suplemtc FFM
:‘: NCBI Resourc

& How To &

—=NCBI

Mational Center for
Biotechnology Information

NCBI Home

All Databases ~ |

=

Welcome to NCEI

Resource List (A-Z)

All Resources

The Mational Center for Biotechnology Information advances science and health by providing access to biomedical
and genomic information.

Chemicals & Bioassays

About the NCBI | Mission | Organization | Research | NCBI News

Data & Software

DNA & RNA

Domains & Structures

Get Started

Genes & Expression

e Tools: Analyze data using NCBI software

Genetics & Medicine

e Downloads: Get NCBI data or software
® How-To's: Leamn how to accomplish specific tasks at NCBI

Genomes & Maps

s Submissions: Submit data to GenBank or other NCBI databases

Homaology

Literature

Proteins

NCBI Twitter feed

Sequence Analysis

Taxonomy

Keep up-io-date on data updates, resource
announcements, and other information about

Training & Tutorials

what is going on at the NCBI. GO

Variation

Popular Resources
PubMed
Bookshelf
PubMed Central
PubMed Health
BLAST
Nucleotide
Genome

SNP

Gene

Protein
PubChem

NCBI Announcements

Coffee Break tutorial: Brown fat
obesity

The latest Coffee Bresk tutorial

—iae

MNew NCBI Mautul 2 vivzu: Cre:

databases for B!iST\-
|

In the newest NCBI video on Yt



SOfTWClr'Z BLA ST basic local alignment search tool

@ BLAST: Basic Local Alignment Search Tool - Mozilla Firefox
Arquive Editar Exibir Historico Favoritos Ferramentas  Ajuda

| Fazer login nas Contas do Google * | 2 BLAST: Basic Local Alignment Search ... % | + |

(— @ blast.nchinlm.nih.gov/EBlast.cgi C | B~ Google

- acebook M7 - R olha &) Gmail [&) Google - :: ail == PubMe uscapé revisdo- iCarros :: uplemt:
@5 CAPES - MEC @ CMPg Ed Facebook T FAPESP - M FAPESP 5555 Folha (2 Gmail [ Googl ¥ IMT-USP USP Mail = PubMed B p P 5P G iC, Suplemtg FFM

®

o E
i BLAST

Home  Recent Results Saved Strategies  Help

» NCEIl BLAST Home
Your Recent Results New!
BLAST finds regions of similarity between biological sequences. more...

.. " R All Ry it Its...
[ DELTA-BLAST, a more sensitive protein-protein search  (6a) e
BLAST Assembled RefSeq Genomes S
Choose a species genome to search, or list all genomic BLAST databases. BLAST XML

Changes to the BLAST XML have

a a i =]
Human Oryza saliva Gallus gallus Wed, 12 Mar 2014 15:00:00 EST
o Mouse o Bos taurus o Pan troglodytes
o Rat O Danio rerio o Microbes [ More BLAST news...
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Algorithms: blastp, psi-blast, phi-blast, delta-blast the query sequence.
blastx | Search protein database using a translated nucleotide query More fips...
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mas como consequir esses dados ??7??

GENE

<<
& 7~

PROTEINA

—
—

Padrao de Digestdo : RFLP

Seq. de Nucleotideos : Genotipagem

PCR:

Hibridizacdo : Southern, Northern, Dot-Blot

Sintese de Peptideos
Expressdo Génica : Analise funcional
Proteoma :

Tecnologia do DNA Recombinante -

Ferramentas Biotecnologicas - enzimas; vetores,

Fontes de DNA - genotecas; DNA sintético

Selecao de um clone - varredura (screening)

Expressao do produto génico -

Aplicagdes da Engenharia Geneética - em terapia e diagnéstico médico
Questdes de Seguranca e Etica -

O Futuro da Biotecnologia



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 transgeénicos e realizar terapia génica.

Expressoes utilizadas com o mesmo significado:
» clonagem molecular
» engenharia genética
» manipulagdo génica
> clonagem génica
> tecnologia do DNA recombinante
» modificagdo genética



Clonagem molecular: VIABILIZACAO

descobertas e desenvolvimentos importantes para
viabilizar o processo de clonagem molecular

Genoteca




1 - Genoteca: gendmica — Enzimas de restricao

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

Eco RI Hind il
Pgnto de Ponto de
SliEagai clivage EcoRIl Significado Descricio
5 Ga A ITC 3 5’ AAGCTT 3’ E Escherichia Género
CTT WG TTCGAA Co coli Espécie
Eixo de P Eixo de ! [ R RY13 Cepa
simetria Ponto de simetria Ponto de o Ordem de
clivagem clivagem | ICEIERE e
ECORV 5¢ GATATC 5---GAT ATC---3'
3¢ CTATAG 3'---CTA TAG---5'
5'GATC 5'--- GATC---3'
SABA T 3CTAG 3---CTAG -5
ccopis| SCAGCAGNNN  5--CAG CAG NiNN - -3

3GTC GTCN,NN  3---GTCGTC N,  NN--5'
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Clonagem molecular: VIABILIZACAO

descobertas e desenvolvimentos importantes para
viabilizar o processo de clonagem molecular

3- Métodos de transformacao de celulas eucaridticas e
procarioticas
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vetor

Os plasmideos ou plasmidios
sdo moléculas circulares duplas
de DNA capazes de se
reproduzir independentemente
do DNA cromossémico

plasmidio




Clonagem molecular: VIABILIZACAO

descobertas e desenvolvimentos importantes para
viabilizar o processo de clonagem molecular

3- Métodos de transformacao de celulas eucaridticas e




A descoberta do 'principio transformante’
em bactérias
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strain ¥
heat-killed

Frederick Griffith, 1928

N\



http://www.educacaopublica.rj.gov.br/oficinas/biologia/experimentos1/animacoes/a_experiencia_de_griffith.html

A recombinagdo génica em bactérias

transformacao

transducéo




Etapas na construgdo de uma Genoteca

vector

Gé plasmidio

1 Plasmideos: moléculas
de DNA circular capazes

-
2.Cutting the ]

de reproducao
independente do DNA

bacteriano

_®

Molecular Cloning
4.Transformation of GFP
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E pra que tudo isso ?????

sobre um gene ou sobre um
produto génico

Padrao de Digestéo : RFLP

GENE

‘ Seq. de Nucleotideos : Genotipagem
PCR:

m Hibridizac&o : Southern, Northern, Dot-Blot

- Expressao Génica : Analise funcional
PROTEINA ‘

Proteoma

Tecnologia do DNA Recombinante - CLONAGEM

Ferramentas Biotecnoldgicas - enzimas; vetores,

Fontes de DNA - genotecas; DNA sintético

Selecdo de um clone - varredura (screening)

Expressao do produto génico -

Aplicacdes da Engenharia Genética - em terapia e diagndstico médico
Questdes de Seguranca e Etica -

O Futuro da Engenharia Genética -



Padrdo de Digestdo : RFLP

Padréo de Digestéo : RFLP
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Separagdo de moléculas de DNA e RNA por famanho
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Padrao de Digestao : RFLP

EcoRl sites ( })
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Padréao de Digestao : RFLP  resticied

Fragment

Mapa genémico — Length

Sequéncia de nucleotideos Polymorphism
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Padrao de Digestao : RFLP

Teste de paternidade M (C) Py P2 P3




Andlise de clones de Leishmania isolados a
partir da selegdo com MTX
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Seq. de Nucleotideos : Genotipagem

GENE

—
=
—

PROTEINA




Sequéncia de Nucleotideos : Genotipagem

> A genotipagem é o processo pelo qual identificamos cada polimorfismo de
interesse para um determinado nimero de animais, espécies, cepas, etc.

» Permite saber se uma espécie tem um maior grau de resisténcia, ou
propensdo a manifestar uma determinada caracteristica.

‘fingerprint’ — impresséao digital



Sequenciamento de nucleotideos
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Sequenciamento de nucleotideos
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Sequéncia de Nucleotideos : Genotipagem

4a Adc
A T G (o
f
—
— b 1
[ [
——
——
.
—
A TG GCA
Andlise dos produtos fluorecentes de Analise dos produtos fluorecentes de Eletroforegrama do gel
sequenciaments am canais separados do sequenciamento em um Unicoe canal do gel
gel de poliacrilamida. de poliacrilamida.
File: gvf11b11.y1 Lane: 93 Spacing: 15.06 Gel name:
Machine: Cachise-1414-017 Primer: DT3730POP7{BDv3}).mob Signal: C: 1728 A:325¢ G:2538 T.2619 Gel stant date: 3.Jan 2004
Matrix: Comment: 177803 Bases: 903 Gel start time: 4:1:23

10 20 30 40 50 70 80
NNACTCATGTGGTGGA TTC CTATCCTG AC AAGTGAT TGCAAAC TG GTAACTC TG AG GCAGATAACCAG GG CAAAAAGGTG TATAAG

ALANNM rpegsendipendinfi »»m\/wm\m }J\m\u&v‘ M«/\J‘MVWV\/\{)[\NJW‘

TA!\!\ACA»\AGC CTA;\CT 6 GA;\GAJ\J\GAGI\GJ‘ AJ\AAGTTcJ\GT T TTACACA TCT TTATA TGI\AGC'\Gn nGchG GA AA ATCAT T TAAAGAT

Ly Ay AM[\MMW N 'NWN J\N!!\V\/\/V\/XVM”J\{WW \ f'»fwm 'J\N’Mﬂ/\* WY i

TATTCTATT:'\J\TGTCCTGTT»\T‘\TTTGTC! T/\ATC:’\T‘\AAGTTGTCAC"GTAT"\TTTCJ\,\ACCAACTETTTAAAA{\CAJ\f\GTGAAATAJlA

’\WWW f\f\"u\ W\AWAWVWWMW" V\/\c\fﬂM‘\[\N\d\ﬂf\/\f W, NVWN v’\f\ﬂf\f\/\[\/\n\/\““ﬂ'\f JW\/\[\”\”J\“J\-

A-Rt'\T TTRAATACCCT TA TGT!‘H\AATAGGCT TCCCTG GTG GCTCAG GGGTAAAK‘\AACTCGCCCGCCAACGCAGGAGATGTRGAT TTGATCCCT
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GGGT TAG ﬁr‘\r\Gr’\TCGCGTGGAGAAGGAAATBAA:\AJ\G CACTCT;\G T.F\TTCTTGC GTGGGJ\A ATCCC:‘-TGGACJ’\G 4\BGAGCGTGGAGGGG
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TACAGTCCATG GGAGTCGCAAAAGAGT TG GACATG ACTAAACAACAACATATA AAATAACCT TACTCCATAATGTCAAACT TATGTCACAC
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AAA ATGCA\AAGT TCT TACATCTAT TAAOTTTTATGGT TAAATATA AcCT.nATGCACTGTT T Tl\TACAGCA-\CAACTACT TT TTTATTT Tp:m
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TGGTGAAAAAT TAGTGAACAGAGG GTCTCAGAGJ\TGCTAAACT TI\TGACT TATAAT TAACAAGATGTTATI\GT TCTAGNI‘ TTQATAT
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Human
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Comparagdo das sequéncias de nucleotideos da mesma
proteina em 3 diferentes espécies




PRP1

MRPA (PGPA)

Comparagdo das sequéncias de aminodcidos da mesma
proteina em diferentes de Leishmania spp.

A

La FRF1 LEGRLTVVVEATEIGESVILLATLLGAFRFE GHVGEVARSVATVE QP IMOATLEAN T TFFE GDRRGALGCALND GD 5 G-~ -~~~ SANLFS 64

Lh PRP1 LRGRLTWIEATESGESVILLATLLGAFRFECRVEVANS T ATWEOOPTVHOET VEANT TFFE GRERGAP GETAV GEEGSRAFFGDSADVES 20

Li PRP1 PRAOLTVWWRATGIGEIVLLATLL GAFRFEGHY 3VAK 3 VATV OO FTIMIETLEANTTFFE GDERGAL Gk & VD 3HE G- ————— SANAFS 64

Lo PRP1 PRAQLTVVEATGIGESALLATLL GAFRLE GHYD VAR IVATVE QP INQETLEAN I TFFE GDEFRAL GEVADD 3D & G- ————— SAQAFS &4

C B

La PRP1 PLECAEQAAGAAAVIRCFGCGLGTVIERLARAVRICOLDVDVALNAGGLGTEIGERGL EARYIL VTADEDVYLLDDPLIAL 174
Lbh PRP1 PLECATOALLPGAASE-LACSRS LFSERLARAVESCOLDADLALHAHELHTETIGERGT EFARYIL VLD CDMEYLDDEFLSAL 179
Li PRP1 PLECAEQALGLAAVPRCFICGRDALSERLARAVRSCOLNADVALNARGLGTEIGERGT EARYIL VTLDPEDVYLLDDPLIAL 174
Lo PRP1 PLECAEQAAGAREAVIRCFGCGCGTVRERLARAVRECOLDADVALMARGLGTEIGECET FARVIL WFADPDVYLLDDPLIAL 174
La PRP1 DVHYGERVHEEWWLEELAGETREVLAT =00

Lb PRP1 DAHVGRRVMDEWVWLEALALGETEVLAT =05

Li PRP1 DAHVGRRVMDEVWLEALLGETEVLAT =200

Ln PRP1 DVHYGEREYHMDEYVWLEALLGETREYLAT =00

A

La MRPL PRAKLTVVLGATGIGEITLLOALLIQFETSE GEVITAERS TATVE Q0ANTMNAT VRGN ILFFDEED AARLADAVEYSOLEAD LAOLGGELE 20

Lh MRPA PRARLTWWLGATEISEESTILLOALL 3 QFETSKERVITAERS TATEOOANTHIATVRGN I L FFDEED TARLADAVEY S OLEATVALLGEELE 90

Li MRPA BOFELTMW IGATESGEESTILLGS LMGEE YD WOSEEVITAERS TATV P OOANTHATVRDNILFFDEERAADLODVIRCCOLEATVAQLGEELE 90

Lm MRPA POFELTHMVIGATGIGESTLLGALMGEYDVOEGEVIAERS TATVE Q0ANTMNATVRSNILFFDEERAADLODVIRCCALEAD LAQLSGELE 90

Lc MRPA LREELTWWLGPTEAEESTILLDAL TEALAW TR ERVAC SR VATV P OO P THNAT LED NV IFF CAP DAML FERAVRS SOLASDLALLADEAE 0

Lt MRPL PEGELTMYIGSTEIGESTLLEALMEE Y SWESGELWAERS TAYYPOQANTHNAT LRGN I LFFDEERAEDL DY IRCCOLEADLAQFCEELD 90

Th MRPA PEEELTVVLGATESGESTILLETLLGNFEY THE 3W LAAK A FATWEOOPWTHNATLEDNILFFT PENEERLHFAVEVCOLEADL OOLPAGNE S0

C B

La MEFL AR IL WANEDVY LLDDE L3A LD ARV GERVVEE CFLGALAGETREYLAT 136
Lb MEPL FARY AL YT ANEDVYLLDDE LA LD ARV GERVHEECFLGAL A GETREYL PN 156
Li MEPL FARYSL VTANEDVYLLDDE L3ALD ARV IRV IDVIRGRLHGETEVLAT 156
Lm MEPL FARYSL VTANEDVYLLDDPL3ALDAHVGEIRIVIDYICGRLEGETEVLAT 156
Lc MEPL AR EL VEADEDVYLLDDP LA LD AOVGERVMPECVC AL AGETEVLAT 156
Lt MEFL FARY AL VTANRDVYLLDDELI3ALDARVEIRIVIDVILGRLRGETEVLAT 136
Th MEFP& FARWIL W ADEDFYTLDDFL3ALDAAVGELIVFD LILGHL ACETEVLAT 136
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DNA

] § REPLICACAO
|
TRANSCRICAO
MRNA o |
* TRADUCAO
Proteina

< Direcao da transcricac . RNA DNA
polimerase

8
1R
H

Polirribossomo

Ribossomo
mMRNA

Diregéo de traducao

Conceitos bdsicos de
genética cldssica

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 sereplicar e dar origem a novas
moléculas de DNA, pode ainda ser transcrito em
RNA, e este por suavez traduz o coédigo genético
em proteinas



Replicagdo do DNA

SEMI - CONSERVATIVA - § =3’

NECESSITA :
INICIADOR
MODELO
NUCLEOTIDEOS
ENZIMAS

helicase
SSB
primase ou RNA pol.
ribonuclease H
ligase

DNA polimerase llI

Helicase

Single-stranded
binding protein
(SSB)

Primase
5
RNA
primer

N

RNA
5 primer

nucleotideos

complementar §~_

Fita
lider

7
N Okazaki
5 fragment N\ 4/\




PCR - Reac¢do em cadeia da Polimerase

Gen de interés
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Reagao em cadeia DNA original

d P | + iniciadores ==
a Polimerase S 5 S -

+DNA Polimerase

Denaturagéo

e Sintese

| |
v v i 1

Denaturagéo

e Sintese
Denaturacéao

e Sintese

.

'y i ! ! !
!/ E E E Eig.4.
Kary B. Mullis PNQ 93
. . S . b KN
Etc..


http://www.youtube.com/watch?v=HMC7c2T8fVk
http://www.youtube.com/watch?NR=1&v=FQGtpo2IUxA&feature=fvwp

PCR - Reac¢do em cadeia da Polimerase
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Identificacao de ortdlogos do transportador

ABC PRP1 em Leishmania spp.

Fragmento de 618 pb
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E pra que tudo isso ?????

GENE

A 7~

m Hibridizacao : Southern, Northern, Dot-Blot

PROTEINA

Identificar uma molécula
especifica de DNA
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|
|
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y 8°C v soch g
3 3.
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Hibridizagdo de uma molécula especifica de DNA

Propriedade fisicas e quimicas do DNA: 3

5!
- Viscosidade W :-\‘
H 5!
- Sedimentacdo em Gradiente de CsCl (+ CG, + denso) 3 ﬁ?
- Denaturacdo: Quimica - pH< 4 ou>11 ( NaOH) 2 3’

l 80°C ,

Fisica - Tm ( proporcional ao CG )
—_—
’ IR ¥ 90°C
3,

Capacidade do DNA denaturado de reanelar

2o

Formacao de moléculas hibridas, guando DNAs homologa
e denaturados de duas fontes diferentes sao colocados sc

w
]

OJ>“O)>N_U_;UW_I>

condicOes de temperatura e forca ionica apropriadas



Hibridizacdo - identificando uma molécula
especifica de DNA

Hibridizacao € o processo de pareamento entre dois
polinucleotideos simples fita e complementares

Denaturing
conditions
(heat, alkali)

Denature; add
RNA (in large
amounts compared
to DNA)

\,;/7

:
:

»
Reannealing
conditions

£ RNA hybridizes
\ with one
< DNA strand

L
-t 020y 2= N

r X0

DI
IO —

B AR

A\

Ooc W/

crea Ny OO

™ =

AN

SONDA

1. ser capaz de se
ligar a uma
molécula com seq.
complementar

* frag/o. purificado
sintético

2. estar marcada
° P32
* Fluorescéncia




Hibridizacdo - southern - northern blot
dna rna

Hibridizacao de
uma molécula R remve nriaous

{A} unlabeled DNA _ ~ (5] ()

cut with a X
nitrocellulose

de ac nucleico ;e e -
livre em outra , y
molécula kel =/
aderida a um S~
papel de filtro  owemovewssersres sl A

BY AGAROSE GEL ELECTROPHORESIS ONTO NITROCELLULOSE PAPER

LABELED DNA PROBE
HYBRIDIZED TO
SEPARATED DNA

SONDA

7
in buffer

LABELED DNA PROBE HYBRIDIZED
TO COMPLEMENTARY DNA BANDS
Autoradiogram VISUALIZED BY AUTORADIOGRAPHY
% Gl aa (E)
Hybridize with
g labeled ONA or -
RNA probe
8 e S N—: F AR
! positions /| ——
w of —_— \ ,lsocled
l Capillary action transfers Iabt:(led K= s
- markers 2
DNA from gel to nitroceiulose == -




Expressdo Génica : Analise funcional

PROTEINA

—
=
—




Métodos de clonagem molecular

1 Tipos: gendmica - enzimas de restricéo, seringa, DNAse
c-DNA - genes de uma fase evolutiva especifica

2 \etores: bacteriofagos, plasmidios, cosmidios, etc.

3 Construcéio Genoteca - vetores de substituicao,
Insercao,
expressao.

/l Selecdo dos Clones : P32 (radioativo),
XGal + IPTG (quimico),

AC (imunoldgico) -

’I|\



Etapas na construgdo de uma Genoteca

N[ N
1. Cutting out 2.Cutting the
the insert vector

*—

3);

Molecular Cloning

k4.'I’raml’o:mmtion ) of GFP



http://www.youtube.com/watch?v=eiK7F_wCsTI

A bNa B_ A RNAmde

Q) ? gendmico — AAA T.cruzi
NO) AAA

Z Sintese
8 /A Digestdo l do DNAc
Q) d) com DNAseI l _
+— T

Q) e —c
S T T ~

Reparo e adigdo
Q) g ~— dos adaptadores
(@) iy ( EcoRI ) iy
S O l i i
g 9 ' '
— L.
—J <§ ‘:I:‘___——L 1
-8 § ——1L
o N/ DNA Lg‘l’ll
Za 28 acz
3 v l(EcoRI)
£¢
v o I| agao
s 8 >
O o
fagos

recombinantes
“Chagas Disease” Wendel e cols. (eds.) - 1992; Cap.10.2.4. empaco*ramen*ro

‘T.cruzi recombinant antigens for serodiagnosis.” pp.207 - 218




Regulagdo da Expressdo Génica

Regulacao do operon da lactose (operon lac)

Genes estruturais

RNA Polimerase

Dobramento
do

DNA =
Polipeptideo

I//
l
o

; ‘ Lactose

Proteina
Repressora

Meio de Cultura w
(IPTG ) p-Galactosidase Permease  Transacetylase

S



Selecdo Quimica de clones recombinantes

lac +
EcoRI .
— . [pGal | ‘ ATIVIDADE ENZIMATICA

transcricéo X-Gal

tradugdo
recomb. # _ |:> SEM ATIVIDADE ENZIMATICA

Agtll

RNA polymerase

TR - -,HL'Q"""““T‘“"L‘?‘::;g;..’_-!

\

mRNA  ———_— L .
| Jr
Polypeptide  seee™ vas,
Folding l y
| IR IICRY
R c MRNA \ \ \
@

‘ Lactose

IPTG + X-Gal
|

Produto azul




Selecdo de clones recombinantes

s DNAd
Jenomsa - i}/%% vetoro
sl K TNy~ extragdo
cdé?neséag o 2 ;"t;fL —~ 7 digestdo
o ligacéo 2 T s comER.
-~ <~ DNArecombinante
PPPPPPPRDPRDS
PTPPTPTYTR
lise _placa de lise

ki (:o

infeccdo bacteriana

Tapete

placa contendo o clone

PRPPPTPPPRTPPTTT

GENOTECA

filtro de .
nitrcelulose

\L sc_mda

saco ' AUto
plastico |
radiograma
filme clone
selecionado

infeccdo em \L
meio liquido —,

PROPAGACAO



Selegdo Imunoldgica de clones recombinantes

Anticorpo ESPECIFICIDADE

Antigeno

Anticorpo

Antigeno Antigeno

w | PYH | YYH YT

Reacoes

Especifica Cruzada | (Sem Reagdo)




Imunoselecdo de fagos recombinantes

teste |mun0€n2|ma1'|c0 ELISA ( Enzyme-Linked Immunosorbent Assay )

B
-]

Nz A%M '

A

substrgtc_)
cromogénico

E o AA AL

antigeno

anticorpo antl-IgG marcada

3~ s
=

Reacdo Primaria -- ligacdo dos grupos reativos da molécula antigénica com um dos
dois sitios de combinacdo da molécula de anticorpo.

Reacéo Secundaria -- visualizagao direta ou com auxilio de lupas da precipitagdo ou da
aglutinacao.

Reacao Terciaria -- expressao biologica da interagéo Ag-AC. Y




Selecdo de clones recombinantes com
soro de pacientes chagdsicos

Lawn of
bacterium

Phage clone in plaque

L e T R L

GENOTECA

11 CLONES
SELECIONADOS

filtro de ! sonda
nitrcelulose \L ' radioativa

saco

plastico auto
radiograma

infeccdo em \l,
meio liquido ———,

PROPAGACAO



Imunoselecdo de fagos recombinantes

TRANSFERENCIA DAS PROTEINAS SELEGAO COM DETECGAO DE CLONES
EXPRESSAS NA GENOTECA PARA ANTICORPOS IMUNO EXPRESSORES RECONHECIDOS
FILTROS DE NITROCULULOSE ESPECIFICOS POR IMUNOGLOBULINAS

ACOPLADAS A PEROXIDASE

SHPNGESONEH DG

LISADOS DE DIFERENTES FAGOS TRANSFERENCIA PARA SELECAO COM DETECCAO DOS FAGOS
RECOMBINANTES ADICIONADOS FILTROS DE ANTICORPOS IMUNO REATIVOS
SOBRE TAPETE DE E.COLI NITROCELULOSE ESPECIFICOS

Imuno andlise por dot blot

“Chagas Disease” Wendel e cols. (eds.) - 1992; Cap.10.24. \
‘T.cruzi recombinant antigens for serodiagnosis.’ pp.207 - 218



Reatividade de clones expressores com pool de
soros de pacientes com diferentes parasitoses

A - Chagasicos D - Toxoplasmose

B - Leishm. Cutanea E - Esquistossomose .~

C - Leishm. Visceral F - Malaria ‘ -
G - Normais N



Producao e/ou Imunopurificacao de AC
anti Proteina Recombinante

12 345617 8

kDa
; 240_ s
— 220~

36 kDa

Antigeno T A E T A E Ld Lma

J. Clin. Microbiol., 1990; 28(3):519



Localizagdo do antigeno H49 por Imunofluorescéncia

B G e
PR e gy " )
"J" : ":' R .
Sh Sl A
A o sy
D Y
‘:‘*gﬂia’ J~.'a”

~

Cels HelLa
infectadas
48hs.

Cels HelLa
infectadas
72hs.

Lyt P R e e i Y
g ) L TR - e
J. Clin. Microbiol., 1990; 28(3):519




Localizagdo do antigeno H49 por
Imunoeletro microscopia

o
4 "

Citoesqueleto de: TCT META EPI N S
N\

J. Clin. Microbiol., 1990; 28(3):519



Imunodetecgdo do antigeno H49 em cortes Histoldgicos

AC de
coelho
anti H49

AC de
coelho
anti GST ™

:
6\

-



ELISA com antigeno H49 recombinante

E 20 b )
N
(o) .
I
a
O |5 - a
8
. 15 b : Comparacéao dos
3 o resultados obtidos
o pelo H49 recomb. e
. DO ELISA convencional
- -
(o] = o 3 . '.o"
< Orm 12%
.-* : ’ -
Y ] LB {
- (] o’
. °.~o .
osh . . ‘s
% ’ ® 0S -g,‘. .
) * Ve
. ~ -t
cut-off o - | 271 o-0OP
qo.z--_...- .- .-4‘ -*-‘\---4--;""‘""";' """ "',.' ?.. é':‘_;, .-SHCCITI.
e | S| .| R || P
0 o . N 0
Norm. Crénico Agudo Cong. Malaria Schist. Filaria Leishm. Ot.Patg. H49  Ag. total
11 147 60 16 9 3 9 16 25 EPI
‘ \\

Par.Immun. 1994, 16(3):165



Conclusdo da performance do ELISA -H49

Soros Chagasicos do Brasil, Argentina, Uruguai e Venezuela

SENSIBILIDADE  Frase cronica - 84%

Fase Aguda - 58%
Congeénito - 56%

ESPECIFICIDADE -- 100%

Auséncia de reacao cruzada com casos de leishmaniose

ANALISE COMPARATIVA POR ELISA

SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE
H49 100% 100%
EPI 100% 80%

Parasit. Immunol., 1994; 16(3): 165



Avaliacao das proteinas recombinantes (miXELISA)

Soros
;.
i Chagasicos
oo o=H
B o SR !
5 i ¢ we o A .
D gl . ® o_o AA
th W .. ' B A
v * .. |:||:|I:I VV
AA v 00 b4 w _&_
u] v . ] fAdd
At v . Ay v
oo v . & v
vy d O A Yoy
N ° Aad wgv
o A v ¢ °® o Aﬁ v
° 0o Al v
m] v g * A
A OgO a v
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A LR °®

Epi H49 JL7 A13

Conclusoes e Perspectivas

Antigenos

B13 JL8 1F8 Mix

2.0

15

1.0

0.5

0.0

Soros de
oo Leishmaniose

opo
m]
Oo
I:Il:ll:l
DDDD
0
[m]
[m[m]
o0
of o
DEDDED .

[m] oo oo A
DDDDED %‘HDDDDDD AAAA“:‘A AAA
--..!-‘- [m]m] AAAAAA‘ AA““ AAAA
o --Illlllulu 1l .| Il_- Al A

EAE Mix

Antigenos

J.Clin.Microbiol. 37, 1554-1560, 1999

O uso de antigenos recombinantes isolados néo é satisfatorio.
O mix de antigenos recombinantes nao é satisfatorio para o

diagndstico de casos congénitos.

O mix de antigenos recombinantes € bastante especifico.



Tecnologia do DNA Recombinante

H49
Al3

B13
JL8
1F8

Protein kDa Caract.
Repeat AA Produto
68 >300 citoesqueleto cronico
no 230 ND agudo e cr.

12 116-140  superficie cronico
14 >170 citoplasma crénico

no ND flagelo cronico

Subclonagem em vetor pGEX.

Expresso em fusao com Glutationa
-S-transferase (GST).

Purificado por cromatografia de
afinidade com Glutationa -Agarose




Kit para Diagnoéstico da Doenca de Chagas Stat-Pak

YesY [ eos

=z e
- A

_ e
S . Teste Imunocromatografico
Diag.Microbiol.Inf.Dis. 2003; 46:265-271

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 Prinled on Pouches
For In Vitro Diagnostic Use Store at Room Temp
See Insert For Directions For Use
Chembio Diagnestics, Medford, New York 11763 ‘

LOT: CHO10847
EXP:31 DECSa
Foe Export Ondy



Avaliacao do kit Chagas Stat-Pak

 Avaliacao em 393 amostras (BR central - estudo cego)

200 - Chag.Cron. (8 a 69 anos)

Sensibilidade (98,5%) 0 romds
Especificidade (94,8%)

3 HIV, 10 D.Autoimunes

 Avaliacao em 352 amostras (4 paises da Am.Latina)

279 - Chag.Cron. (IHA,IF1,ELISA)

Sensibilidade (100%)

Especificidade (98,6%)

Diag.Microbiol.Inf.Dis. 2003; 46:265-271;




vamos descansar...










Composi¢do quimica dos dcidos Nucleicos

FOSFATOS ”O—!%—O—H—O—E’——O—CHZ
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Composi¢do quimica dos dcidos Nucleicos

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

A=T ] ]
Pontes de Hidrogénio - Viscosidade

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

’

Fisica - Tm ( proporcional ao CG )

5 170°c 5
, 3

5 5y
3 lsooc B I 3

1
,  85°C - 1

5 5 y oo0°c N7
v e 5

>’

5 0
(o P . T ~
" N 1 Hibridizacéo
CH, \P/o o
\ ) o Estringéncia



Dogma Central da Biologia Molecular



http://www.youtube.com/watch?v=kY8QCoGTBQw

Tdentificacdo do material hereditario em
bactérias

primeira demonstracdo que os genes eram compostos por DNA

R strain
+ ¢
(]
Lipase
Lwos e A aY

Protease

@&0 Piyiginas —> s

@’ P“acarldeos —_> fgj b

S strain

heat-killed Rnase
DNase

Jinvitro DG —> T

75 litros de Streptococcus

¥

25mg extrato transformante

Oswald T. Avery, 1944




Clonagem molecular: APLICACOES

1- Ferramentas para Pesquisa Bdsica:

2- Diagndstico: agentes de doengas infecto-parasitarias
- Producao em larga escala de proteinas recombinantes para kits de ELISA, etc.
- Sondas de DNA (hibridizacao e/ou PCR): diagnostico de paternidade, aplicagoes
forenses, doencas geneéticas, estudos antropologicos, arqueoldgicos e filogenéticos.

3- Produc¢do de Vacinas: definicdo e pureza do antigeno, reprodutibilidade e custo de
producao.

4- Produgdo de Substancias Biologicamente Ativas: uso terapéutico, como :insulina,
o-interferon, fatorVIll de coagulagao, hormoénio de crescimento; VANTAGENS - pureza
do farmaco, idéntico ao natural, custo de producéo e reprodutibilidade.

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.




Sequenciadores automdticos

Como sequenciar um genoma inteiro ?? - genoma humano tem 3 bilhdes de pb

Em 1990 500pb era obtido apos 1 a 2 dias de longo esforco e concentracao.....

Hoje os métodos automaticos nao usam o gel e sim colunas ou capilares

O processo leva 2 a 3 horas com rendimento de 700 a 800 pb

O grande avanco veio com o uso de ddNTPS fluorescentes e leitura pelo sensor

10 20 30 40 50 60

1

TGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGGCAACGCGCGG




(a)

5" TAGCTGACTC3
3 ATCGACTGAGTCAAGAA

DNA polymerase
+dATP dGTE dCTR. dTTP
+ ddGTP in low concentration

8 TAGCTGACTCAG?S
I ATCGACTGAGTCAAGAACTATTGGGCTTAA
-+

5" TAGCTGACTCAGTTCTTGS3

A
+*
3 TAGCTGACTCAGTTCTTGATAACCCGY
ATCGACTGAGTCAAGAACTATTGGGCTTAA

«)

CTATTGGGCTTAA,

TCGACTGAGT CAAGAACTATTGGGCTTAA.

) Primer 5w
Template 3 s— 5

+ddATP +ddGTP
() (1 pM)
A —C
_ G
oc. etc.

1 l

Denature and separate daughter strands by electrophocesis
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Reatividade dos clones T.cruzi com
Anticorpos das classes IgM e 1gG

»,,

7 . 5
é 6 ‘ 8 9 3 .
¢ & ® 2
lgG 11 12 13 14 15 16 3
J CIE
A B
| X
5 11
IgM 11 '
- D Exp.Parasitol., 1990, 71:284
CHAGASICOS CHAGASICOS
CRONICOS AGUDOS

1-4 igtll
5 - 16 clones recombinantes de T.cruzi
5 -clone H3: 7 - clone H49: 11 - clone A13




Clonagem do DNA de interesse em vetor
especializado na expressao em larga escala

pGEX-6P- (27459901)
PreScission” Protease

|I__eu Glu Val Leu Phe GIngGl ProILeu Gly Ser Pro Asn Ser Arg Val Asp Ser Ser Gly Arg
CTG GAA GTT CTG TTC CA GGG CCC CTG GGA TCC,CCG AAT TGC CGG GTC GAC, TCG AGC GGC CGC

BamH | EcoR | gmat Sall —xpor . Notl

| — Tth 1}.\1 | Il
T at
Ball //,f:" L
0‘5/
%,
pSj10ABam ZStopF A
_ Pstl
~4800 bp
..
— 4.5 — - AlwMN |

BusH I

~— -
P ;j——*-
BstEll T PBQF?QE

Miu



Purificacdo da Proteina
Expressa em fusdo
comaGST

GST

Cromatografia em Coluna
de Glutationa Sefarose 4B

v Glutationa
Sefarose 4B

1 - Adc. extrato da Prot. de
fusdo com GST
em GS4B

’ contaminantes
de E.coli

2 - Adc. Protease Especifica

3 - Eluicéo da Proteina Clonada

A 4
.
v




GST
Andlise de uma proteina
1- Adc. anticorpo anti-GST de cabra l recombinante de T.cruzi

W |
By

2- Adc. anticorpo anti-cabra
conjugado com Peroxidase

GST Clivagem
H49 fator Xa

GST

.\l/’

%\\ ,,

SDS-PAGE (Coomasie blue) W.B. SHChag.

3- Deteccdo da Proteina de Par.Immun. 1994, 16(3):165

[ | fusdao em Western-blot

“ Se=~ /7 N\



Avaliacao do kit Chagas Stat-Pak

100 ﬁ

80 -
60 -
40 -

20 -

98,5] 100
O ,

Chagasicos
200

O Stat Pak
O Sorol. Conv.

4% 0

Normais O.P.
150 43

200 - Chag.Cron. (8 a 69 anos)
150 - normais

43 - OP 9Lv, 10 LMC, 11 HCV
3 HIV, 10 D.Autoimunes

393 amostras brasileiras
Sensibilidade - 98,5%
Especificidade - 94,8%

Diag.Microbiol.Inf.Dis. 2003; 46:265-271




Avaliacao do kit Chagas Stat-Pak

100 -

80 -

60 -

40 -

20 -

LN 7

O Stat Pak

O Sorol. Conv.

100% 10%

0% 0% 0% ! 0%

Hond. Venez. Bolv. Arg. H v B A
157 40 10 72 47 5 11 10
\ - 4 \ - 4

Chagdsicos

Ndo Chagdsicos

279 - Chag.Cron. (IHA,IF1,ELISA)

73 - ndo chagasicos

352 amostras 4 paises
Sensibilidade - 100%
Especificidade - 98,6%

Diag.Microbiol.Inf.Dis. 2003; 46:265-271




Avaliacao do kit Chagas Stat-Pak

Discussdo:

ESPECIFICIDADE - de 19 soros de LV e LMC, 2 (10,5%) reagiram no
Stat Pak; contra 10 (52%) na Sorologia Convencional.

Variabilidade do T.cruzi X Caracteristicas imunogénicas do hospedeiro.
Alta sensibilidade e Especificidade em zonas endémicas ( T.cruzi l e Il ).
OMS recomenda ao menos dois testes em paralelo para se obter 98%

Stat Pak é rapido (15 minutos), avaliado a olho nu, facil manipulacao (nao
requer aparelhagem alguma), pode ser estocado a temp. ambiente,
reacao fica no cassete podendo ser reavaliada posteriormente.

Recomendado para trabalhos de campo.

Diag.Microbiol.Inf.Dis. 2003; 46:265-271



Composi¢do quimica dos dcidos Nucleicos

FOSFATOS ”O—!%—O—H—O—E’——O—CHZ
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Produgdo do DNA complementar (DNA-c)

Sequéncias de DNA gue estao sendo
transcritas em RNA (genes).

Genes especificos de uma determinada
fase evolutiva do organismo.

Genes freglientemente transcritos.

Introns séo removidos através do RNA
‘splicing’ que ocorre durante a
formacao do RNAm.

Sequenciais de DNA nao transcritas
(espacadores, regioes inter e intra
génicas) nao sao obtidas em uma
genoteca de cDNA
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