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Cap. 1.1.
Transmissao das
caracteristicas
hereditarias

Mutacoes

Situacao Problematica

Que desafios se colocam a genética no
melhoramento da qualidade de vida?

Cap. 1.2
Organizagao e
regulacao dos

genes

Como se encontra
organizado o
material genético, e
que mecanismos de
regulacao actuam?

Como sao transmitidas
as caracteristicas dos
progenitores a
descendéncia?

Essencial
para
compreender

Que tipo de
modificacoes
podem ocorrer
nos genes que

herdamos?

Fundamentos
modificaros 2 de Engenharia
genes que | Genética
herdamos?

Os genes que Como
herdamos

podem sofrer

alteracoes?




MUTACOES
INDUZIDAS ESPONTANEAS
Provocadas por Erros nos processos
agentes mutagénicos celulares sem nenhuma
externos influéncia externa
ﬂ ﬂ Biotecnologia capaz de intervir
no DNA

Substancias

capazes de

causar danos

no DNA
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¢ Até ao inicio da década de 70, o DNA era o componente
mais dificil de analisar, sabia-se :

- da sequéncia nucleotidica;

- das proteinas associadas;

- fazia-se analise genética através de métodos indirectos.

¢ A partir da década de 70, o desenvolvimento e
dominio de técnicas permitiu

|

Engenharia Genética modificacao do DNA de um
organismo para produzir novos genes com novas
caracteristicas.
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¢ Estudo de mecanismos de replicacao e expressao
génica;

¢ Determinacao da sequéncia de um gene e proteina que
codifica;

¢ Culturas microbianas capazes de produzir substancias
uteis (ex. insulina, hormonas de crescimento,
vacinas...);

¢ Testes de paternidade;
¢ Diagnostico de doencas genéticas e infecciosas;

¢ Aperfeicoamento e rentabilizacao dos processos de
producao de vinho, pao, queijo, iogurte, etc.
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TECNICA DO DNA RECOMBINANTE B¥ 48%
............................................................... O ~ (rDNA) il

0 DNA do virus
entra na célula

A enzima de restricao cinde o DNA
do virus em zonas especificas

¢ Surge em 1973, apos
estudos com bactérias
em que foi descoberto
que estas sao capazes
de sintetizarem
enzimas que cortam
o DNA de outros
organismos que as
parasitam, como virus

— as zonas de restricao

Outras enzimas degradam o DNA
do virus em fragmentos menores

(bacteri6fagos),

actuando como -

mecanismo de defesa.  ceéua  pNAga Ehaliiads
?boascegﬂgl)ra bactéria restricao
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ENZIMAS DE RESTRICAO
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[
Y ] . ]
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¢ As enzimas — endonucleases de restricao — cortam o
DNA viral assim que este penetra no citoplasma,
impedindo assim o ataque viral.

¢ Tém a capacidade de reconhecer sequéncias nucleotidicas
especificas de DNA, ligarem-se a essas zonas e clivarem a
molécula nesse local — enzimas de restricao.
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A EcoRI reconhece e corta o DNA no mesmo local nas
duas cadeias.

5 N-N-N-G-A-A-T-T-C-N-N-N g’
3 N-N-N-C-T-T-A-A-G-N-N-N 5’




ENZIMAS DE RESTRICAO

Assim, quando se separa o DNA cortado pela

EcoRI obteremos extremidades chamadas
coesivas ou adesivas (corte assimétrico)
porque se podem sobrepor novamente.

5 N-N-N-G A-A-T-T-C-N-N-N &
3" N-N-N-C-T-T-A-A G-N-N-N 7
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e Quais as enzimas que produzem:
a) Extremidades abruptas?
b) Extremidades coesivas?
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IMPORTANCIA DAS ENZIMAS DE
RESTRICAO

e e Seleccao do gene de
s 000 interesse.
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\ /,,"; DINA de outro organismo ¥ Corte do gene de
/ \F‘s > ‘ U;rj;gﬂ? R ’;?? X ".; MR interesse e do vector com
T o - a mesma enzima de
. (enzima de restriao) +Hind [l {enzima de restricdo) e
. " .4 restricao.
& 189 N ) o T
'8 < B 3: Yy B 1 i 5 L] f o
R / W v .
Y; ) ® A Formacao de
/ extremidades que se
: podem emparelhar por
- complementaridade,
=5y 5 ¢
@‘m éiﬁ_a e DN formando pontes de H.
I Acgio da igase de DM“j I ]
i ) Adicao da ligase para
/ ligar covalentemente as
\_J duas moléculas,

formando um rDNA.




INSERCAO DO DNA RECOMBINANTE
NUM VECTOR

Enzima
DNA de restncao

4 |
¢ —-®—
L
— Gene
<

Célula humana - . : AS
Chogue térmico © ® S lt. 1'
o Ml multiplicam-se,
BJ . . Ml copiando
DNA Plasmidio Enzima o i = : de illtel'esse,
que ficam dlspomvels pard postiE T,

posteriormente
extraido para

Bactéria PLLuu_Ju_

diversos fins
(estudos
laboratoriais).

O choque térmico
permite a entrada do
plasmideo na bactéria.

Formacao de
fragmentos, para
seleccionar o gene de
interesse e inserir o
DNA num vector.

So6 as bactérias com o plasmideo
sobrevivem, pois € este que
confere resisténcia ao antibiotico
que se coloca no meio.




TECNICA DO DNA RECOMBINANTE
(rDNA)

Substancia obtida pela
tecnologia do rDNA

Hormona do crescimento Disfuncao Hipofisaria

Aplicacao

Factor de crescimento da Processos de cicatrizacao de
epiderme feridas

¢ As bibligteeasale genes pgdem também serngemseguidps

Factores

VIIT e IX Hemofilia
Vacina para a hepatite Hepatite B
Teste da SIDA Despiste da SIDA

Evita a extensao de danos

Superéoxido dismutase , .
apos enfarte do miocardio

Eritropoetina Anemia
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TECNICA DO DNA COMPLEMENTAR
(cDNA)

___________________________________________________________________________________________________________ @

Como se isolou o gene responsavel pela producao da

insulina humana ?

Moléculas de mRNA
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PRODUCAO DE DNA COMPLEMENTAR
(cDNA)

Extraccao do RNAm presente
MAL. © RNAm numa célula, e que representa
Tanscriptase todos os genes que sao
l feersa expressos.
Célula
AAAL.. U RNAm
TIT . iniciador .
Adicao de um 1niciador para
— l formar um segmento e cadeia
L " revers dupla que permita a sintese de
AM... B RNA uma cadeia de DNA por
iracio Wi @M complementaridade pela
mRNA l transcriptase reversa.
TITT £ cDNA em cadeid
A simples
Sintese l
CDNA ’{:\ _y
A T ;upla Em Cadel ‘
L | polimerase, formando um
DNA DNA em cadeia dupla.
polimerase




APLICACOES DA TECNICA DE DNA
COMPLEMENTAR (cDNA)

MEKNA
=i purificado
Transcri Prase b oy
& -
gy
cDNA (/\" w";‘*-\
4 I \
E. coli Administracao L )
Insulina _ de e R\
> > insulina %Qqh;;, \
. - — o 3 i ¥
g 4 v e 1
/7 \ )
Y Plasmidio DNA N, ! .
) = . transformadao
) - (Ccorne)
Vector de (’\pl'(’!-'&_ln
para E. coli

As bactérias A insulina
Isolamento @ Clonagem do J produzem pode ser
do gene gene num elevadas administrada,
humano plasmideo e quantidades com
para a insercao de insulina diminuicao

producao numa purae a dos riscos e
de insulina. | bactéria. custos complicacoes

reduzidos. de saude.

Também permite o estudo laboratorial dos genes humanos.




A técnica foiinvghtada por um cientista,inglés,

/

/i




TECNICA DO DNA fingerprint

E como se chegou a esta técnica?

Sabendo que:

o DNA ¢é uma molécula que se encontra
no nucleo das células do nosso corpo;

o DNA contém toda a informacao sobre
0 NOSSO COIpo e€...

...por isso, cada ser humano tem um
DNA diferente...

...entao, provavelmente, seria possivel
identificar cada ser vivo a partir do seu DNA.
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Mas como comparar DNA proveniente de
diferentes seres humanos?

E necessario recolher uma amostra de DNA. Por
exemplo, uma gota de sangue

ou um cabelo.

Com a amostra prepara-se uma extraccao do
DNA, obtendo-se no final uma solucao.

Como o DNA ¢é uma molécula muito longa tem
de ser cortado em pequenos fragmentos.
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-- ~ o Para cortar o DNA utilizam-se as
P i, ] enzimas de restricao.

) O
§ Crromosemal DNA
D digested with EcoRl|

Be - e e (Cada enzima faz varios cortes em
' locais do DNA que ela reconhece.

« Mas como o0 DNA de cada

individuo é diferente a enzima
corta sequéncias de diferentes
tamanhos. ‘
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TECNICA DO DNA fingerprint

Ja temos uma soluciao que contém varios

fragmentos de DNA de diferentes
tamanhos.

Mas nao 0os vemos.

Para isso é necessario adicionar um
marcador para os tornar visiveis.

Entao podemos adicionar uma substancia
fluorescente ou radioactiva.
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Esta técnica
chama-se
electroforese
e € anterior ao

DNA
fingerprinting.
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TECNICA DO DNA fingerprint vl | |

O DNA é coloca@sobre o gel, na zona do
polo negativo.

Como o DNA é predominantemente negativo, €
atraido para o polo positivo.

Os fragmentos do DNA vao “correr” no gel mais
rapidamente quanto menor for o seu tamanho.
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Electroforese por marcadores
radioactivos
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Electroforese por marcadores
fluorescentes
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TECNICA DO DNA fingerprint

""""""""""""""""" T =TT —
1 L descobrir o criminoso?
& &8 qe
& SIS oLl
S T 0.0 . ~
FEFLIIEreey D caso de oo a
G SECSS @ FIGESS & policia identificou dois
8 = o e suspeitos.
= = o =
Recorreu-se ao DNA
- - -e = fingerprinting, encontrando-
p— —_— g  p— . —
B J LB ot se os resultados de todos os
=*=_ “.| = **= envolvidos neste esquema.
¢ - - Portanto o violador é....
= = = — ‘_O suspeito 17! \
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TECNICA DO PCR [N
(Polymerase Chain Reaction) EENgR
1983
PR o
E uma das técnicas para clonar DNA / .
de modo a obter grandes quantidades .
a partir de uma pequena amostra. s
p peq \ ==
—_\ -
, . ™
E utilizada em : —
Estudos de Medicina Forense; -~
Diagnostico de doencas hereditarias; — e
Estudos d lucao biologica. | p—
studos de evolucao bioldgica / =
7
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Desnaturacao

Emparelhamento de iniciadores (primers)
Polimerizagéo {sintese de DNA) e

=4 Diminuicio
da temperatura

— A\ !/—

L~

wn
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e
w
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< 5 ¥ 3 274 5 . S . 3t
% Calor 5°.. 573"
573 3. Ligacdo dos iniciadores 3
2. DNA em cadeia simples ao DNA

'~ DHAEf cadela Hopla 4. O DNA polimerase elonga os
iniciadores, produzindo cadeias
complementares ao molde

5. Repetir a partir do
passo 2
(30 a 40 repetigoes)
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OMG

A manipulacao genética,
iniciada em
microrganismos, alargou-se
a outros seres vivos,

. vulgarmente animais e
plantas.

Designam-se organismos
geneticamente modificados
(OGM) ou transgénicos
aqueles cujo genoma foi
manipulado, apresentando
diferencas relativamente a
sua constituicao original.
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OMG
(Organismos geneticamente modificados)

O gere com Ivtersase Ap 4 Q: Heamidio com o
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Oblenclodo Produto g y .
na for a
(proteina) na forma pu ST Manta 00 abaco  Coula de queiquer
Cuktwra de fragrme mo: g ey Grgpan da plame

selece onados

Os animais e as plantas transgénicos sao utilizados na investigacao cientifica, e possuem
elevados impactos economicos.

Os animais estao a ser modificados para
produzirem proteinas de interesse e com
maiores rendimentos de producao na
pecuaria e menores impactos
ambientais, pois passam a aproveitar
melhor os alimentos digeridos e a
eliminar menos compostos nos dejectos.

As plantas estao a ser modificadas para
aumentarem a sua producao, por
melhoramentos na resisténcia a patogenes
e factores abiéticos, como o sal, a seca, etc.

Constituem importantes fornecedores de
substincias terapéuticas.




OMG

Os OGM levantam reservas nao
sO em termos de satide humana
mas, sobretudo, em termos de

§ perturbacao ambiental.

Nao é seguro que os OGM,
através da reproducao, nao
disseminem genes manipulados
alterando o equilibrio das
populacoes naturais.
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