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Biologia Molecular (Genética Molecular)

Se relaciona com o estudo da estrutura e fungao dos
genes, bem como da organizacao e funcionamento do
genoma.

- Replicagao, transcricdo e
tradugcao do material genético;

hfjig'l:r Gariien - Utiliza bioinformatica e

biologia computacional para
estudar a estrutura e func¢ao
dos genes




HEREDITARIEDADE

Passagem de informacgdes especificas, minuciosamente
detalhadas, dos organismos parentais para seus
descendentes durante a reproducao.

Cé€lula — veiculo de informagdes hereditarias que

define as espécies.

Diversos questionamentos



HISTORICO

1865 - GREGOR MENDEL

Estudou cruzamento entre
diferentes tipos de ervilhas
demonstrando que certas
caracteristicas fisicas dessas
plantas eram transmitidas de
geracao para geracao atraves
de “fatores”.

1997 Th Learning Company, Inc.




A HEREDITARIEDADE

Heranca particulada
Monge austriaco

~ Foi contemporaneo de Darwin, mas

jamais se encontraram...

Publicou “"Experimentos sobre
a hibridizacao de plantas”

em 1865 e foi citado apenas 3
vezes nos 35 anos que

se seguiram!

Morreu sem ser
reconhecido, estava
muito a frente de seus
contemporaneos

Gregor Mendel (1822-1884)
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DESCOBERTAS DE MENDEL

As caracteristicas hereditarias sao condicionadas por
pares de “fatores” hereditarios.

Plantas puras sao portadoras de apenas

um tipo de fator (homozigoto), enquanto plantas
hibridas sao portadoras de
dois tipos (heterozigoto).
Cada gameta € portador de
apenas um fator para cada
caracteristica




| EIS DE MENDEL

Os dois alelos de cada gene

presente em um individuo
segregam-se (separam-se)
na formacao dos gametas

Os alelos de dois ou mais
genes de um individuo
segregam-se
independentemente,
combinando-se ao acaso
nos gametas

Alleles of gene for seed shape
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RE-DESCOBERTA DE MENDEL

+~ 1900 - Carl Correns and Hugo de Vries

~ Correns: publicou um trabalho em Botanico holandas
1900 sobre hibridizagao citando 1848-1935
Mendel e Darwin De Vries

+~ De Vries: publicou um trabalho
sobre hibridizacao de plantas
sem citar Mendel

+ Refutacao do darwinismo

1864-1933
Correns



HISTORICO

1902 — SUTTON e BOVERI

Padrao de heranca dos “fatores”
acompanhava a segregacao dos
cromossomos de células em divisao

1909 — JOHANNSEN

Nomeou as unidades mendelianas
da hereditariedade (“fatores’) de
GENES



THOMAS H MORGAN

v’ Teoria cromossOmica da
heranca

v’ Genética de drosofila

v' Explicava a modificacao
das caracteristicas em
populacoes ao longo do
tempo

v Integrou, finalmente,
Mendel e Darwin




HISTORICO

1915 - THOMAS MORGAN

Concluiu que os genes estavam organizados de
maneira linear nos cCromossomos

Propos, pela 12 vez, uma correlacao entre um gene
(genotipo) e uma caracteristica fisica (fenotipo)

1941 — BEADLE e TATUM

Demonstraram que o0s ¢genes agiam através da
regulacao de diferentes eventos quimicos

HIPOTESE: UM GENE — UMA ENZIMA



MAS DE QUE E FEITO O GENE?

Resposta de 1940: sé pode ser de proteina

Polimero complexo, realiza fungdes
cataliticas (ou seja, funciona como
enzima)

Provavelmente desempenha as principais
funcdes celulares, atuando como maquina
molecular

E os acidos nucléicos?

v Ndo podem ser, sdao moléculas muito
simples e presentes em quantidades
muito pequenas dentro da célula

DOGMA: ninguém questiona a afirmativa,
era dificil mesmo encontrar alguém que
trabalhasse com acidos nucléicos a época

Procura-se explicar a hereditariedade a
partir de proteinas

chromoscene
Icompacted DRA)




AVERY,

Frocedurss:

1. The encapeulated, vindent
bacteriais injected into the
mauss, The mouss dies,

2, The non-encapsulated,
avirulent bacteria i injacted
info the mouse. The mouse
vag,

3. The heat-kiled, vimulent
bacteriais injected into the
mouses, The mouss lives,

4, The heat-killed, virulent
Bacteriais mixed with the
non-encapsiated avirulent
Bactaria and Injected inta the
mause, The mouse dies.

5. The DHA sxtracted fram
thig heat-killed, vioubent
Bacteriais mixed with the
non-encapsiated avirulent
Backarla and Injected inta the
mouse, The mouse dies,
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AVERY, MACLEOD, MCCARTY

v Griffiths (1928)

v" Principio transformante era passado da
. ~ . Oswald Theodore Avery
cepa virulenta (morta) para a nao-virulenta, 1877 -1955
matando os camundongos

v’ 1944: os trés pesquisadores mostraram que seu principio
transformante continha composicdes quimicas tais quais a do
DNA

v' Ceticismo: Alfred Mirsky disse que o DNA de AMM deveria estar
contaminado com proteinas...

v Poucos bidlogos a época achavam que a genética podia ser
aplicada as bactérias, posto que elas reproduziam
assexuadamente e nao tinham cromossomos

v' Lederberg e Tatum, entretanto,
publicaram um artigo sobre a conjugacao bacteriana (1946)




HERSHEY E CHASE

v’ Infeccdo por bacteriofagos ' BN
v Marcacdo radioativa de w -
Martha Cowles Chase  Alfred Day Hershey

DNA e pl"OtEIlnaS dO 1927-2003 1908-1997
bacteriofago T2 (1952)

v Enquanto a fracao protéica ficava no
sobrenadante, a fracao de acidos nucléicos
podia ser vista posteriormente dentro da

bactéria % T
v Confirmacdo final de que era através :
do DNA que as informacoes sobre
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DNA - marcacao
com P-radioativo

H ERSH EY E CHASE Proteina — marcacao

com S-radioativo
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CONCLUSAO: GENETICA

v' A heranca bioldgica esta codificada em pares de

fatores

v' Genes em organismos diploides

v’ Tais fatores estao nos cromossomos e sao feitos

de DNA

v" A hereditariedade agora podia ser explicada pela

transmissao ¢

v Morte do Vita

e moléculas

ismo e integracao da biologia a

metodologia rigida de trabalho das ciéncias

exatas



‘Jean Brachet (1909 — 1998)

= Cientista belga trabalhando
em Bruxelas

= 1933

o DNA esta no nucleo, RNA no citoplasma

= 1951

o Enfatiza a correlagao entre o contetdo de -
RNA de uma célula e a sintese de proteinas "

= ~1952

o Corta a alga em duas metades e percebe que a metade
sem nucleo continua produzindo proteinas

= DNA nao tem participacao na sintese de proteinas




HISTORICO

1953 — JAMES WATSON e FRANCIS CRICK

Descricao da estrutura fisica do DNA baseando-
se nos estudos de difracao de raio X de
Rosalind Franklin e Maurice Wilkins e em
estudos quimicos da molécula

Modelo da dupla fita proposto foi fundamental
para a compreensao do mecanismo de
transmissao e execucao da informacao genetica



Introducao a Biologia Molecular:
Estrutura e Funcao do DNA

“"We have discovered
the secret of life”

» DNA, em inglés “Deoxyribonucleic acid”
ou ADN (Acido desoxirribonucleico);

» A descoberta da estrutura foi um dos
grandes marcos da biologia no século XX;

» Determinada por uma estrutura de ferro
e madeira, imitando uma hélice dupla
James Watson, Francis Crick e o Modelo usada pelos cientistas James Watson e
(1950) Francis Crick.




Ajuda de outros cientistas:

Watson teve acesso a uma copia da fotografia de difracao de raios-X por
Maurice Wilkins e obtida por Rosalind Franklin, e em menos de um més,
com a fotografia em maos, Watson e Crick chegaram a estrutura correta.

Rosalind Franklin

(1920-1958) Fotografia da difragao de Maurice Wilkins

raio-x do DNA (1916-2004)




1953

A dupla hélice

DNA REPLICATING h]l sy
ITSELF '

Alto poder explicativo e preditivo:
o Como seria codificado um gene
o Como ocorreria a duplicagcao do DNA

o Estrutura quimica precisa
da molécula

o Proporcoes de bases
Novas perguntas...

o Pra qué servia o RNA?

o Como acontecia a sintese
de proteinas

1358 pairs

Guanine Cylosine

Sugar phosphate
backbone




‘ A estrutura do RNA

Como a estrutura do DNA 1953: Watson muda-se para
clarificou tantas coisas, talvez Pasadena
seja hora de estudarmos a Trabalha com Alex Rich na
estrutura do RNA... estrutura do RNA

Mas...

= SO as vezes parecia ter
estrutura helicoidal...
= Sem equivaléncia

o [A] = [U]
G] = [C]

= Motivo: fita simples
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HISTORICO

1955 — JOE HIN TJIO

Definiu como 46 o numero exato

de cromossomos humanos

ARTHUR KORNBERG

Isolou a enzima DNA polimerase da bactéria E.coli




HISTORICO

1957 — CRICK e GAMOV

Dogma Central da Biologia
Molecular

DNA— RNA —PROTEINA d
Z‘;ﬂﬁf““%mfh |




DINA

Replication
llnfnr matiuuf DHA duplicates

REANS AT LNTI AR ANLNT AN ANT NSV AN
SRAPLANIVLRICARNINERSTDERY

|
I nformalion

¥
S\E\r\ﬂqq Transcription

Dogma e
Central da A W

nucleus

DNA

Biologia W
Molecular nuclear envelope -
s T Brotin sy

Protein

The Central Dogna of Molecular Biology



HISTORICO

1961 — BRENNER, JACOB e MESELSON

MRNA é a molécula que leva informacao do DNA
no nucleo para a maquinaria de producao de
proteinas no citoplasma



HISTORICO

1966 — NIRENBERG,
KHORANA e OCHOA

Sequéncias sucessivas de
trées nucleotideos do DNA
(codon) determinam a
sequéncia de aminoacidos
de uma proteina

O CODIGO GENETICO E
DESVENDADO!!!

Tyr
tRMNA |
C 35 C O
/ ] &f
U c A anticodon AUG
A G U codon UAC mRNA 3
2nd base in codon
Phe | Ser Tyr Cys U
LJ | Phe | Ser | Ty | Gys C W

S Leu | Ser | sTOP [sTOP | A g
b Leu | Ser | STOP | Trp G 4
o Leu | Pro His Arg U o
k= C Leu | Pro His Arg C 5
2 Leu | Pro Gin Arg A 0
g Leu | Pro Gln Arg G 4
- lle Thr Ach Ser (W] g
— A lle Thr | #Hsn Ser C

lle Thr | Lys Arg A

Met | Thr Lys Arg G

Val Ala | Asp Gly U

G Val Ala | Asp Gly C
Val | Ma | Glu | Gly A
Val Ala Glu Gly G




Com o desenvolvimento da tecnhologia do DNA
recombinante (1972) e do sequenciamento do
DNA (1975-77) tornou-se possivel isolar e
determinar a sequéncia de genes dos mais
diferentes organismos.

Desta forma, com a disponibilidade de novos
recursos, varios mecanismos biologicos,
como a replicacao do DNA e a divisao celular,
comecaram a ser intensamente estudados.



A CELULA

- DIFERENCIACAO

- CRESCIMENTO

- FUNCAO CELULAR

- RESPOSTAAO
AMBIENTE







DNA




ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO
(DNA)

Contém toda a informacao genética de um organismo

Esta informacao esta arranjada em unidades
hoje conhecidas como genes



N

Acidos nucléicos

e Sequéncias de monomeros que possuem toda a informacao
genética da célula;

Funcoes do DNA ou Material Genético

e Genotipica: replicacao. O material genético deve estocar a informacao
genética e transmitir com precisao esta informacao para a prole.

e Fenotipica: expressao génica. O material genético deve controlar o
desenvolvimento do fenotipo do organismo.

e Evolutiva : mutacao. O DNA deve sofrer mudanca para que os
organismos possam se adaptar as modificacdes no ambiente.




'ESTRUTURA DOS
ACIDOS NUCLEICOS

Todos os nucleotideos apresentam uma
estrutura em comum:

radical fosfato
to base (purine

in deoxyribonucleotides pentose

in ribonucleotides



'ESTRUTURA DOS
ACIDOS NUCLEICOS

As bases nitrogenadas podem ser divididas em
dois grupos de acordo com sua estrutura:
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'ESTRUTURA DOS
ACIDOS NUCLEICOS

As moléculas de DNA e RNA sao compostas por
quatro diferentes nucleotideos:

- Adenina, Guanina e Citosina — comum para
DNA e RNA

 Timina — encontrada somente no DNA

e Uracila — encontrada somente no RNA



Estrutura do DNA

As bases nitrogenadas ligam-se ao acucatr.

_ _~=— 5 -phosphate

Phuspﬁ;-
diester .
links between .
deoxyribose -«+— 3-hydroxyl
sugars

out/2007




Tipos de Bases: PURINAS
Adenina (A) e Guanina (G)

Adenine ‘ Nl# ' Guanine

out/2007 40



Tipos de Bases: PIRIMIDINAS
Timina (T) e Citosina (C)

out/2007 41



'ESTRUTURA DOS
ACIDOS NUCLEICOS

O grupo hidroxil ligado ao
carbono 3 da pentose de um
nucleotideo forma uma ligacao
fosfodiéster com o fosfato do
outro nucleotideo

Y% Y Y | S5CAGST
o’/
4

3' end




DNA

* Duas fitas de polinucleotideos associadas formando uma
estrutura de dupla hélice onde as pentoses e os radicais
fosfato compoe a fita e as bases projetam-se para o interior
da mesma

 As fitas mantéem-se unidas através da formacao de pontes
de hidrogénio entre as bases o que contribui para a
estabilidade da dupla hélice

. Adenina (A) pareia com Timina (T) através de 2
pontes de hidrogénio

. Guanina (G) pareia com Citosina (C) através de 3
pontes de hidrogénio



Dupla Hélice do DNA

Backbone  _
Phosphate-" <~
sugar ———

out/2007

44



Pares de Base

Pares de Base
sao formados
por dois tipos
de ligacao:

Ligacdo A-T,
formada por duas
pontes de
Hidrogénio.




Pares de Base

Pares de Base
sao formados por
dois tipos de
ligacao:

Ligacdo C-G,
formada por trés
pontes de
Hidrogénio.




‘ DNA Fita Dupla

(P) (P (P
5 sugar

Nitrogenous
A Bases »
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Mitrogenaus
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ESTRUTURA QUIMICA DA MOLECULA DO DNA

Desoxirribose

Ligacao
Fosfodiester
Grupo fosfato +
Grupo hidroxila
(OH) do Carbono 3’

Desoxirribose

Carbono CH2

5

Carbono

Base
Nitrogenada

5!

Base
Nitrogenada

Como a ligacao
entre uma desoxirribose
e outra desoxirribose
sO pode ser feita
quando um grupo
fosfato liga-se no
Carbono 5°do
primeiro acucar e
no Carbono 3’do
segundo acucar dizemos
que a molécula
de DNA “cresce em
direcao 5°— 3’




Antiparalelismo

As fitas do DNA o
estao dispostas em (\3

diregdes opostas | O




Complementariedade

3' end
5'end H 0
: |
~0-P-0 0o H-N N‘“\"“‘“(/:H -O—i&o
O
s G
0 0
Thymine Adenine
5 5'CH2 3
o o
< i v Antiparallel >
-0-P-0 | N —O0-P=0
| N—Hooooo. |
3 ? \ ¢ ‘/3” 0 &
slc .H— 3
S
H
5 Cytosine Guanine S 6H2
0-p-0 0-P-0
3' end 5' end

Copyright © 1997 Wiley-Liss, Inc.



Complementariedade

) Durante a replicacdo do
DNA as duas fitas velhas
ou maes servem de
molde para cada

s : 23 i
4 vew <o complementar, que esta
= © sendo sintetizada.
\'"“j,"-? (
(\“ Fita nova
, R



A Dupla Hélice

nm

2.0



O Empacotamento do DNA:
a estrutura terciaria do DNA

DNA em procariontes: DNA circular nas formas nao-super-helicoidal
(esquerda) e super-helicoidal (direita)
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ucariontes

FIGURE 1-14
An electron micrograph of a human chromosome.

Chromosome XII from a HeLa cell culture. (Courtesy
of Dr. E. Du Praw.)




Propriedades Quimicas e Fisicas do DNA

Dupla hélice Desenrolamento Separacao Reconstitnicao
nativa das fitas das fitas da dupla hélice

Resfriamento )

el

Mais calor >

Desnaturacao > | ~ Renaturacao

)

e



REPLICACAO DO DNA

v Conservativa ou Semiconservativa?

v Unidirecional ou Bidirecional?



REPLICACAO
SEMICONSERVATIVA

Evidéncia baseada em um experimento classico de
Meselson-Stahl em 1958

- Células de E. coli foram inicialmente colocadas em um
meio para crescimento contendo sais de amonia preparados
com PN (nitrogénio pesado — “heavy”) até todo o DNA
celular conter o is6topo.

- As células foram, entao, transferidas para um meio
contendo *N (nitrogénio leve - “light”).

- As amostras foram analisadas com gradiente de densidade
que separa as duplas H-H, L-L e H-L em bandas distintas.



Pradicted results

Semiconservative model

L A L JL
Parent strands
synthesized
in16N
Cne band One band:
H-H H=H
HH HH
First deubling
in14N
. Two bands: + One band:
H-H + L-L H-L {hybrid}
Ol
strand
MNew
strand
HH L L L H HL
Mew strands
Second doubling \I,
in14N
Two bands: Two bands:
H-H + L-L H=-L + L-L
HHLL LLLL HLLL HLLL

Actual results

H-H




A replicacao é semi-conservativa

Semiconservative replication

Original DNA
Helix

DNA helixes
after one round
of replication




ORIGEM DA REPLICACAO

Experimento com SV40 (Simian Virus)

« DNA viral de ceélulas infectadas com SV40 foi
cortado com a enzima de restricao EcoRIl, que
reconhece um sitio unico.

A partir de um “ponto” vai se formando uma bolha
chamada bolha de replicacao comprovando a
existéncia de um ponto de origem da replicacao

Caracteristicas da origem de replicacao:
. estrutura repetitiva

. sequéncias ricas em AT



ORIGEM DA REPLICACAO

ORIGEM Sitio de restricao
@ EcoRl

Cromossomo viral §_<:>

circular
ﬂ EcoRlI
Bolha de
replicacao

— $ — —



ORIGEM DA REPLICACAO




REPLICACAO
BIDIRECIONAL

Um experimento atraves da autoradiografia
de moléculas de DNA marcadas de culturas
de células mamarias revelou grupos de
replicons (unidades de replicacao) com um
ponto de origem de replicacao central




Sintese de DNA em Eucariontes: As “Bolhas de
Replicagao”

Nos eucariontes, a
replicacao requer “multiplas
origens”, devido ao

tamanho de seu genoma. A
replicacao é bidirecional e,
em ambas as fitas,
simultanea.

Este processo gera “bolhas
de replicacao’.




Regioes Codificadoras e
Nao-Codificadoras do DNA

O DNA e formado por 2 regioes:

Intergénicas

, Regiao Génica

E a porcao que codifica para

um produto final, que pode

ser uma cadeia polipeptidica
ou um RNA

Geénicas

Intergénicas Génicas

~ Regiao Intergénica
E a porcao regulatoria, que
sinaliza o inicio ou o final de
um gene, que influencia a
transcricao génica, ou que é
0 ponto de inicio para a
replicacao do DNA




PROCESSO DE REPLICACAO

Os mecanismos celulares responsaveis pela
replicacao do DNA foram descobertos
primeiramente em bacterias.

A replicacao em eucariotos ocorre atraves
de proteinas analogas e com processos
semelhantes a replicacao do DNA de E. coli



PRINCIPAIS ENZIMAS ENVOLVIDAS
(SISTEMA DE REPLICACAO DO DNA)

DNA Polimerases
Endonucleases
Helicases
Topoisomerases

Primases
Telomerases




DNA POLIMERASE

- Sao incapazes de quebrar as pontes de
hidrogenio que ligam as duas fitas do DNA

«S6 alongam uma fita de DNA/RNA pré-
existente

- Catalisam a adicao de um nucleotideo no
radical hidroxil da extremidade 3’ da cadeia
qgue esta se formando. Desta forma, as fitas so6
podem crescer no sentido 5 —3’



DNA Polim

= principais enzimas envolvidas no processo; responsaveis pela
adicao de nucleotideos e reparo

= requerem um modelo e um primer (segmento de RNA
sintetizado pela primase) complementares para inicio —
alongamento

= 3 tipos principais : I, 11, Il
| : importante no sistema de reparo
lll: principal e mais complexa (mais de 10 subunidades)




Adicao de nucleotideos

Templata has frea 3-OH end

S emmms W OH ¥

Incoming nuclectide has 5-triphosphate

= F'F"FI} OH 3

"-




NUCLEASES

- Degradam o DNA, clivando-o em pedacos
menores

EXONUCLEASES: clivam o DNA a partir
do final da moléecula

ENDONUCLEASES: clivam em qualquer
local da molécula



OUTRAS ENZIMAS ENVOLVIDAS
NO PROCESSO DE REPLICACAO

HELICASES - constituem uma classe de enzimas que podem
se mover ao longo da fita dupla de DNA utilizando a energia
da hidrolise de ATP para separar as duas fitas da molécula.

SSB (“single-strand-binding”) — ligam-se a cada uma das fitas
impedindo o reanelamento das mesmas.

PRIMASE - RNA polimerase que sintetiza pequenas moléculas
de RNA utilizadas como iniciadores durante o processo de
replicacao do DNA.

TOPOISOMERASES - Responsaveis por aliviar a torcao na
parte da fita que nao esta sendo replicada.



PROCESSO DE REPLICACAO

O movimento da forquilha de replicacao revela uma
fita molde no sentido 3’—5° e outra no sentido

oposto 5°—3’

Desta forma, as fitas novas sao sintetizadas em

sentidos opostos

FITA “LEADING” - crescimento
segue a direcao do movimento
da forquilha de replicacao

FITA “LAGGING” — crescimento
no sentido oposto ao movimento
da forquilha de replicacao

ssssss




PROCESSO DE REPLICACAO

FITA “LEADING” — sintetizada continuadamente a partir de
um iniciador na fita molde 3’ — %’

FITA “LAGGING” - sintetizada descontinuadamente a partir
de multiplos iniciadores

- Sitios descobertos no molde da fita “lagging” sao
copiados em pequenos iniciadores de RNA pela primase.

- Cada iniciador é alongado pela DNA polimerase resultando
na formacao dos FRAGMENTOS DE OKAZAKI.

‘DNA polimerase remove o primer do RNA do fragmento
adjacente e preenche os “gaps” entre os fragmentos que,
entao, sao unidos pela DNA ligase.



PROCESSO DE REPLICACAO

Primase

helicas

Lagging strand
RNA Primer
-«——Movement of helicase
.

0

1.4
D N A , -.‘ "_';h'--_i‘:-:'r:-ﬂ'—_ R e TR
& 40 v A
e ,‘,.-"' ; « O

Single-strand- G\ Leading strand
binding protein N\ . |
(SSB) OJX o
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PROCESSO DE REPLICACAO

Lagging strand synthesis

Previous fragrment Last fragment Exposed single strand Parartal DMNA

o

3 Ll L LLLLL) 5gging strand \ N
Leading strand 5

3 m

¥ wa

Leading strand synthesis

Mucleotides added continuously to 3' end




- DNA - RNA

e Constituido de riboses

e Muito mais reativo e flexivel;

e Fita simples
ePermite emparelhamento intramolecular de

bases.



RNA: transcricao

Tipos de RNAs:
Estremiti 3

. Estremita 5 e Ribozoma
i + Sito di attaceo
4 Estremita 5' + dell"amrminoacido

# e . ~.

" - E 1 - )i Subuniti &0z
...-'_-.- .-'-. - { 1
P o ~ I i ) ) .
¥ | f b
LN | ! 1
f / {) |
|;. i |.. \ I.. r
- < T L Subunitd 405
! q\. o |I
"om Estremita 3 ’ I._ i d
Ant.i;:-:-;:l;:une
RHA messaggero RHA transfer RHA ribosomiale
{m-RHA) {t-RHA) (r-RHA)

Outros tipos: snRNAs > pequenos RNAs nucleares (splicing); snoRNAs >
RNAs nucleolares (processamento do rRNA).

iIRNA; dsRNA...




Dogma Central da Biologia

Como o DNA se relaciona com as proteinas?

- E feita uma copia (negativa) de um trecho de DNA (transcricao)
- MRNA é traduzido em residuos (traducéao)

LR A/ / /4

TRANSCRIPTION

RNA 7 > yd

TRANSLATION

Protein 33:
Addison YWeslay Longman, |me




RNA Polimerases

RNA polimerases sao proteinas que se ligam ao
DNA e “processam” o DNA da regiao upstream
para a regiao downstream, gerando o mRNA.

Downstream DNA

Upstream DNA



Transcricao

Tem trés passos basicos:

1. Initiation :O ribossomo se liga ao sitio de iniciacao
especifico no mMRNA, enquanto o tRNA iniciador é
ligado ao codon iniciador e ligado ao ribossomo.

2. Elongation : Aminoacidos sao adicionados a cadeia
polipeptidica, de acordo com a sequéncia
especificada. Os mesmos passos sao repetidos ate
que o STOP cdodon sinaliza o final.

3. Termination : A proteina é desligada do ribossomo.




Transcricao

J L
Factor sigma DNA helix

Initiation

Elongation

Termination o @




Traducao

O mRNA migra do nucleo para o citoplasma, onde
estao os ribossomos.

Os ribossomos sao compostos de duas unidades, uma
pequena e uma grande, que cercam o0 mRNA e —

para cada codon (seqiiéncia de trés nucleotideos) —
agregam um tRNA com o aminoacido correspondente.



O D™ £ oD g

Growing
Foly peptide = Amino acid
Chain of Amino Acids

Peptide Bond HRMNA

Translation Aﬁh- Ty

Ribosome

Image adapted from: National Human Genome Research Institute.

mRNA



O D0 g oD R

mRENA
5

3

AGCUGACCUAGC GGATCA AA

Cédon: GCU GAC _CUA  GCG

Anticd: CGA CUG - G
> ¢ i

AminoAc: Ala Asp u Ala

’ incoming tRNA carrying
an amino acid

newly synthesized amino acid chain




tRNA

Traducao / —
via tRNA C J

Fi b
U C A anticodon AUG
2nd base in codon
Phe | Ser | Tyr Cys U
U Phe | Ser Tyr Cys C fa
S Leu | Ser | STOP|sTOP | A e
3 Leu | Ser | STOP | Trp G B2
o Leu | Pro | His Arg U o
k= C Leu Pro His .A.lg C 3'
&> Leu | Pro Gin Arg A 0
o Leu | Pro | GIn | Ag | G 2
- lle Thr | Asn Ser U g
- A le | Thr | Asn | Ser c
e | The | Lys | A | A
Met [ Thr | Lys Ary G
Val AMla | Asp Gly U
G Val Ala | Asp Gly C
Val | Ma | Glu | Gly | A
Val Ala | Glu Gly G




Um

Exemplo:

Hemoglo-
bina




- DNA - PROTEINA

Charles Yanofsky (1963)
“A seqgiéncia linear de nucleotideos de um gene determina a
seqgliéncia de aminoacidos em uma proteina.”

O codigo geneético

Como a seqiiéncia de DNA dita a seqiiéncia de aminoacidos de
uma proteina?

AGA UUA AGC

AGG UG AGU
GCA  CGA GGA CUA CCA UCA ACA GUA
GCC  CGC GGC AUA  CUC CCC uCC  ACC GLIC UAA
GCG CGG GAC AAC UGC GAA CAA GGG CAC AUC CUG AAA UUC CCG UCG ACG UAC GUG UAG

GCU CGU GAU AAU UGU GAG CAG GGU Cau AUU CUU AAG AUG UUU CCU UCU ACU UGG UAU GUU UGA

ala Arg  Asp  Asn Cys  Glu  Gln Gly Hig I Le Lvs  Met  Ph o EE [t [rp 5T Vi slon

A R D N C E a G H | ! K M | P 5 ' W ¥ V




- DNA - PROTEINA

O ¢odigo genetico

e Os mesmos codons sao
utilizados por diferentes % -
organismos;

e

e Universal? “Siop__

G Tryplophan
P. ex., em mitocéndrias de 3-:'
mamiferos o codon UGA gl . A Leucing
especifica Trp e ndo terminacdao;
AGA e AGG especificam
terminacao e ndo Arg. B
%

Nas mitocéndrias de plantas,
fungos, Drosdfila e protozoarias,
tambem ocorrem variacoes em
relacao ao codigo padrao.




- PROTEINAS

Aminoacidos

Todas as proteinas, independentemente de sua funcao ou
espécie de origem, sao construidas a partir de um conjunto basico de
vinte aminoacidos, arranjados em varias seqiiéncias especificas.

Carbono Alfa

O

. 74 G t
cadea o CH— c\\ Carboxila
|
OH
NH,

Grupamento
Amina
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ti:oc:-'
+H;N—'-i’:—H
oH
s
HzC' CHj

Valina
Wal)

clzocr
FHN—C—H

Fenilalanina
(Fen)

Arcido glutimico

(Gl

[elele)

Lencina
Lew)

[eeley
+H3N—(J} —H

|
“H;

Alanina
(Ala)

r|300'
+H3N—f|3—H
CHa

|
[eloy

Acido aspartico

iAsp]

H
Triptofano
(Tra)
O
FHzh—C—H
H—G—CH
|
CH;
Treonina
(Tre)
COC
+I—L3N—(:3 —H
CHa
OH
Tirosina
(Tiry

SO
el +H3N—c|3—H
i H—G—GCH;
el ~CHe &
Ha (I3H3
Prolina Isoleucina
(Pro) (e}
iocf
+ e [ e |
?OO_ Hafd : H
C
FH3N—G—H éHE
||-| HEN/ %
G]il:i.na Asparagina
(G“) (Asn)
-]:00'
FHzMN—CG—H
-IGH; GO
I b=
TH’: FH3h H
C
CHe J:HEH'"
—N
— | e
E C—N
FHz H
Arginina Histidina
(A iHis)

vinte aminodcidos que compde as proteinas

Coo
+H3N—-|3 —H
b
Ere
L
"
Metionina
(Met)

I ccdeia lateral apolar
B c=deia lateral polar ndo-carregada
B c:deia lateral com grupo positivo (basico)

I c:deis lateral com grupo negativa (acido)

Aminoacidos incomuns:
Desmosina (Lys);

5-hidroxilisina (Lis), etc...




- PROTEINAS

Proteinas

- Fibrosas

- Globulares Esquemas de proteinas

globulares e fibrosas

m Elas exercem funcoes diversas, como:
- Elementos estruturais (colageno) e sistemas contrateis;
- Armazenamento (ferritina);
- Veiculos de transporte (hemoglobina);
- Hormonios;
- Anti-infecciosas (imunoglobulina);
- Enzimaticas (lipases);
- Nutricional (caseina);




- PROTEINAS

Ligacoes
“.‘
""'"—-. = B .H_;_U |
o - ST -
']‘ Bl Tt 4 .
| A'_"‘—'—-—..'-.,] g I.'__'I .--‘:-: =i _.ﬁ'.—-.-.__l_'
N, = N
A -Ii -H_'_'_“'r!-,
|
% o
grupo carboxilo grupo amina

Ligacao peptidica



- PROTEINAS

Estrutura primaria

* Longa cadeia de aminoacidos semelhante a um "colar
de contas".

= Sua estrutura é somente a seqiiéncia dos aminoacidos.

Amino
terminal H3N*

@~
@ carboxi

terminal



PROTEINAS

Estrutura secundaria

=A principal forca de
estabilizacao da alfa-
hélice e da beta-
folha é a ligacao de

hidrogénio.

- Helix
Clnl}r the N—C,—C hackhone
is represented. The vertical
line is the helix axis.

"Shorthatd" c-heli

I AN /?\f‘\ £ f\ &

sy L Fa
VA V4 o/
,-"I-F'.n .II II— -]
1| .
14 )

B - Strand

The N—Cy—C hackhone as well

as the C,E of B groups are represented
here. Note that the amide planes are
perpendicular to the image.

Copyright @ 1999 by Harcourt Brace & C ompatry



- PROTEINAS

Estrutura terciaria

- Resulta do enrolamento da hélice ou da folha pregueada,

sendo mantido por pontes de hidrogénio e dissulfeto.

- Confere atividade biologica as proteinas.

hydrogen bonds between
pleated sheets

N 3 ,helix




- PROTEINAS

Estrutura quaternaria

- Cadeias peptidicas podem se associar em estruturas com
multiplas subunidade;

- Refere-se ao arranjo espacial de subunidades e a natureza
de suas interacoes.

Heme group

Hemoglobina




Proteinas:niveis de complexidade estrutural

»"

(amino acid sequence)

secondary structure
(ce-helix)

3
gly
3 primary structure

i : tertiary structure
S’ (folded individual peptide) siAa e sk
(aggregation of two or more peptides)
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TECNOLOGIA DO DNA RECOMBINANTE

A partir do conhecimento da molécula de DNA, os cientistas agora querem
administrar essa fabrica de proteinas!!

DNA — molécula relativamente simples e muito regular; varia sé nas 4 bases
(com caract. quimicas muito semelhantes) e sdo macromoléculas com as
mesmas propriedades quimicas.

!

pelo comportamento quimico € impossivel separar uma molécula de DNA

l
TECNOLOGIA DO DNA RECOMBINANTE

!

O DNA é extraido da célula com o gene de interesse — cortado em fragmentos
menores de modo controlado - cada fragmento € ligado em uma outra molécula
de DNA — célula hospedeira

!
célula com a molécula hibrida, passa a copia-la, duplicando-a em cada divisao
celular — com grande quantidade da molécula € possivel localizar o gene.

Isolar o gene — multiplica-lo e obter grande quantidade da proteina

—
ENZIMAS DE RESTRICAO (endonucleases)



Introdugdo a Engenharia Genética

Utilizando as enzimas de restricdo bacterianas,
tornou-se possivel cortar dois DNAs diferentes e, pela agdo
de enzimas ligases, unir os segmentos resultantes e formar
um DNA recombinante - Tecnologia do DNA Recombinante
- inicio da Engenharia Genética.

Assim, os cientistas tém desenvolvido técnicas que
possibilitam transferir os genes de um tipo celular para
outro (por exemplo, de plantas e animais para as
bactérias).




Aplicagdes comerciais: o futuro da engenharia genética é
considerado muito amplo, sendo que ja resolveu alguns dos maiores
problemas de pesquisa. Por exemplo, genes que codificam a
produgdo de compostos importantes, com produgdo reduzida em seu
tecido normal, podem ser retirados de células animais ou vegetais
e inseridos na célula bacteriana- esta sintetiza em quantidades
ilimitadas os produtos codificados pelos genes. Muitos exemplos de
sua aplicagdo sdo observados na medicina.

Outra aplicagdo importante é a transformagdo de plantas,
animais e microrganismos para a obtengdo de Transgénicos (OGM).




Importancia dos Microrganismos e das Enzimas na Engenharia
Genética

As células animais e vegetais usualmente ndo podem ser
cultivadas para produgdo de compostos especificos - estas
perdem a habilidade de sintese quando sdo isoladas e cultivadas
em laboratorio. Também , o cultivo de células de tecido em
laboratodrio é dispendioso e requer meios complexos altamente
enriquecidos.

Uso de microrganismos - medicina: altamente empregado,
pois evita muitos dos problemas associados com a obtengdo de
compostos importantes (insulina, interferom, hormonios, etc.).
As bactérias que carregam os genes para os mais diversos
compostos, podem ser cultivadas indefinidamente.




Por meio da introdugdo de genes estranhos em microrganismos,
é possivel desenvolver cepas que oferecem novas solugdes para
problemas diversos, como poluigdo, escassez de alimento e energia |,
controle de doengas e até mesmo terapia génica.

ENZIMAS: fundamental para a tecnologia do DNA recombinante.

‘Endonucleases de restricdo: apresentam papel fundamental,
clivando o DNA em segqiiéncias especificas, gerando um conjunto de
fragmentos menores.

‘DNA ligase: os fragmentos separados para serem clonados podem
ser unidos a um vetor de clonagem apropriado usando a DNA ligase.

Assim, o vetor recombinante é introduzido numa célula
hospedeira que o “clona”, a medida que a célula realiza muitas geragoes
de divisoes celulares.




Algumas

DNA recombinante

das enzimas usadas na tecnologia do

Enzimais)

Funcéo

Endonucleases de
restricho do tipo II

DNA ligasze

DNA polimerase 1
L. coli)

Transeriptase reverss

Polinucleotideo
quinase

Terminal transferase

Exonuclease [T

Exonuclease do hac.
teriofago A

Fosfatase alealina

Clivar oz DNAs em seqiiéncias de bases
especificas

Unir duss moléeulas ou fragmentos de DNA

Preencher vazios nos duplex pela adigin
sucessiva de nucleotidess nas extremi-
dades 3

Sintetizar uma copia de DNA de uma mao-
léeula de RNA

Adicionar um fosfato 4 extremidade 5-.0H
de um polinuclestideo para marcd-lo ou
permitir ligacio

Adicionar caudas homopoliméricas as ex-
tremidades 3-0OH de um duplex linear

Remogao de residuos de nucleotidencs g par-
tir das extremidades 3' de uma fita de
DNA

Remogdo de nucleotidens, a partir das ex-
tremidades 5° de um duplex para EXpOr
extremidades 3’ de fita simples

Remocio de fosfatos terminais g partir
das emﬂmi:}adnﬂ 5" ou 3" ou ambag
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clivager
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GAATTC®

CTTAAG

Elxo de
simetria FPonto de
clivagem

Hind I

Fonto de
clivagerm

"AAGCTT?
TTCGAA

$

3

Eixo de b
simetria Fonto de
clivager



A enrima corta amhas as Hitas €

de DA no mesmo ponto DINA de ouira espécie

Os fragmentos dos DINA se juntam
nas emxtremidades adesivas

extremidade adesiva

c

extremidade adesiva

DMNA recombinante



Vetores de Clonagem
Plasmidios - bacteriofagos - cosmidios - E. coli.

Plasmidios : moléculas de DNA circulares que se replicam
separadamente do cromossomo hospedeiro.
-Plasmidios bacterianos naturais - 5.000 a
400.000 pares de bases.
-Plasmidios introduzidos nas células por técnicas
de transformagao

Utilizados para clonar segmentos de DNA até 15.000
pares de bases.




T-DNA

Main DNA

Ti plasmid

(b)

Agrobacterium

tumefaciens

(a)



l resingan l restricAn
£ — =
‘"‘“‘H---""'fliga;.iu [DNA ligase]

Esquema das etapas envolvidas na clonagem
de genes.




Clonagem Molecular

Consiste no isolamento e propagacao de
moléculas de DNA idénticas

Primeiro: inserto + vetor = rDNA

Segundo: rDNA + celula hospedeira =
transformacao




DMNA humano

Plasmideo
oe ~ TGCR  TGCA
E.col . ACGT  ACGT
l Enzima lEnzuna
sca T eca T
Tr  BAG T  ACG
Y DNAligase

Plasmideo hibrido




Engenharia Genética (1970): o DNA recombinante permite isolar um
gene especifico, com uma caracteristica desejada, e transfere este
gene para outro organismo vivo

Celula humana Bactéria

DNA [@ = }
\{7\ L Plasmideo

Transfor'magao

DNA da bactéria

Digestdo Enzima de restrigdo
Tesoura genética
rDNA
Clonagem

DNA da célula humana




Eletroforese

Ja conhecida desde 1930

Difundida em 1950-1960

Movimentacao de moléculas submetidas a
campo eléetrico

Usa um substrato: papel, agarose,
poliacrilamida

Separa proteinas por cargas e peso molecular
Separa acido nucleicos por peso molecular




Eletroforese

Vertical

Visualiza¢ao do gel de agarose
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o Preparar gel de agarose semi-sdlido com cubas para amosiras de LINA,

Derramar agarose derrefida
na superice da placa com
o pénte na posicao H_ Panta
Gel de agarose
K"‘-R e £
> e GEEEEET)

: % 7 “Placa de vidro
Placa de vidr fj’f ~

<
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Colocar as solugbes de t-
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e
i/

—L o Ligar fonte de energia e
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glatradio +—

—

e Remaover ¢ gel da camara,
corar com brometo oe
gtidio ¢ fotogralars
sob iluminacio UV,

Fonte de energia

n
U
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REACAO DA POLIMERASE EM CADEIA

Saiki et al. (1985), método para analise de DNA que
permitiu um grande avanco neste sentido

A técnica de PCR tem por objetivo amplificar uma
sequéncia alvo especifica por meio de uma enzima
termoestavel, in vitro. Neste metodo utiliza-se além
desta enzima, os quatro nucleotideos e um par de
primers ( aproximadamente 20pb ) que flanqueiam a
regiao a ser amplificada. Estes primers sao
utilizados para direcionar a sintese do DNA, em
ciclos repetidos.

Em cada ciclo, as fitas servem de molde para a
geracao de novas fitas. Gerando um grande numero
de copias da sequéncia alvo



ORML-DW 5 94l-17475

DNA Amplification Using Polymerase Chain Reaclion

m Reaction mixture containg jarﬂ et TARGET DA,

- DhA sequenceto oe amplified, s
© heat-stable Taq pclymerase

:-_ g pely -y T
~ Reastion mixture is heated

: ‘tg 058°C to denaturs target m
SRE Sub-sequent 20aling [
" to A7°C allows prirers to n‘.u.u [ ] E EE i[.
o hybr dize to complementary

o seqLences in target DNA

Whan heated to 72°C, Tag polymerase extends complemertary B9
strands from primers

First synthesis ¢ycle results
in two coplas of

i) target DNA sequence T ;=

BRRLLLALRRARRRRRRAL DENATLRE
DA

£y % e ¥ ’ml'
HYERIDZE

FRIMERS

|HH EII! A ) EXTEND
MNEW DNA
STRANDS

LU II|I| ”H]HH

SEC2ND CYCLE

|| ||| ”H”[HH | Second synthesis oyole
results n four Gopies o

target DNA sequence

Source: DNA Science see Fig. 13.




SEQUENCIAMENTO

1975 - Sanger e colaboradores - método enzimatico com
terminadores de cadeia especificos, para gerar quatro
populacdes de fragmentos que terminam em As,Gs, Cs e Ts,
respectivamente, em quatro reacoes diferentes

O método de Sanger utiliza de terminadores de cadeia
chamados de 2'3'-didesoxinucleotideos trifosfatos. As DNA
polimerases necessitam de um OH- 3' livre na fita de DNA
iniciadora. Se um 2' 3' didesoxinucleotideo é adicionado a
extremidade de uma cadeia, ele ira bloquear a extensao
subsequente desta cadeila, uma vez que o0s 2'3-
dideoxinucleotideos possuem um grupo OH-3' trocado por
um H.
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(a)
5o

3! e '

DNA polymerase
+dNTPs (100 pM}

+ Dideoxy T

+Dideoxy A # +Dideoxy G
(1 uM) {1 M| {1 uM} By, (TuM)
— —_—3 —T —C
e . G T. —C
ete. etc. etc. etc.

A

<= Denature and separate by electrophoresis ===>

(b)
3" #P-TAGCTGACTC?Z

3 ATCGACTGAGTCAAGAACTAT TGGGCTTAA,

DNA palymerase
+dATE dGTE dCTRE dTTP
+ddGTP in low concentration

' #P-TAGCTGACTCAG?

3 ATCGACTGAGTCAAGAACTATTGGGCTTAA,

+
B'#P-TAGCTGACTCAGTTCTTGZ

3 ATCGACTGAGTCAAGAACTATTGGGCTTAA..

-

' #P-TAGCTGACTCAGTTCTTGATAACCCGY

3 ATCGACTGAGTCAAGAACTATTGGGCTTAA..

Figura 13 - Esquema mostrando como é feito o seqiiénciamento de DNA pelo método dos

desoxirribonucleotideos desenvolvido por Sanger



O DNA recombinante

<Y Ndo se limita a organismos de uma mesma espécie

<Y A compatibilidade sexual torna-se irrelevante

<Y Permite modificacdes em uma tinica geragdo, o que
antes levaria dezenas ou centenas de geragoes




Teste de Paternidade

Padraio  Mae Filho  Suposto Pai

Figura 14- Esquema mostrando resultado de um teste de paternidade para um loco. Um alelo
do filho vem da mde (verde) e o outro (azul) tem que vir do pai bioldgico. Esse é um caso de
inclusdo no qual o suposto pai é o pai da crianca (ao menos considerando esse loco).




Teste
Diagnostico

2 Oxm

44

Figura 15 — Eletroforese em gel de agarose mostrando 4 resultados de diagnosticos de
DMD, “C” representa o controle (individuo sem dele¢des); os individuos 2 e 3 ndo
apresentam dele¢do para nenhum dos éxons testados; o individiuo 1 apresenta delecdo do
éxon 48 e o individuo 4 apresenta delecdo nos éxons 45 e 48 (Figura retirada do Capitulo 7
do livro de Acidos Nucléicos, capitulo escrito pelas Dras Maria Rita Passos Bueno e
Mayana Zatz. O livro foi organizado pelo Dr. Francisco J. S. Lara)



Estuda a mtegridade da sequéncia de um DNA
molde. Analisa diferentes tamanhos de
fragmentos formados a partir de um primer e da
inser¢do randoémica de dNTPs (polimeriza) e

ddNTPs (para a reacdo) em gel de poliacrilamida.
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Northern blotting

(a) Codificante de «

RNAs totais de raizes (R), folhas (L) e flores (F).
A — sonda de a-tubulina - hibrida todos
B - sonda de a1- tubulina — hibrida sb flores

C - sonda de a.3- tubulina — hibrida todos

Marcadores
rRNA




Microarray
Microarranjos de DNA — Chips de DNA

» E uma técnica que emprega arranjos (arrays),
que contém um grande mimero de genes
roboticamente distribuidos de forma ordenada em
uma placa de vidro.

w Pode comparar a expressdo de um grande
nimero de gene, simultaneamente.

w Existem ldminas de 400.000 pontos.
Sdo feitas com ponteiras de titdneo.

onstrugdo de Chips de DNA

o -

Figura 3 - Unidade de microamas, onde se emprega 2
tecniolopn Generation 11 da Amershan Phamacia Biotech (foto

publicada com permissio da Amersham Phermacia Biotech)




Marcadores moleculares
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