UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
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DISCIPLINA: “IQB-475” — BIOLOGIA MOLECULAR
PRE-REQUISITO: IQB 248 — BIOQUIMICA EQ
CARGA HORARIA SEMANAL: 4h (TEORIA)
CARGA HORARIA TOTAL: 60(sessenta) horas

Objetivos

Fornecer aos alunos dos cursos dedgggdo de areas ndo biolégicasgsngue
potencialnente poderdo se engajar entrabalhos envolvendo organiem
geneticarente nodificados, o erfpasanento tedrico necesséario a cpreensao das
tecnologias que envolvei manipulacdo doDNA, particularnente a construcéao de
moléculas de DNA recohinante e a insercdo destaslétulas hibridas emélulas
hospedeiras.

Ementa

Estrutura e Replicacdo do DNA

O Nducleo Interfasico e a Estrutura do Comsono Eucarionte
Mutagénese e Mecanisside Reparo do DNA

PCR e Sequencianto do DNA

Transcrigdo da Inforag&o Génica

Regulacéo da Transcricdo Génicalracariontes e Eucariontes
Biossintese e Enderecanto de Proteinas

Regulacdo da Meia-vida de Proteinas

Tecnologia do DNA Recobmnante

Técnicas de Biologia Molecular Aplicada ao Estudo de Proteinas

PROGRAMA ANALITICO

Estrutura do DNA (2 horas)

Blocos construtores do DNA; basesitragenadas, propriedades das bases
nitrogenadas, nucleosideos, nucleotideos, emohatura dos nucleotideos e
nucleosideos, ligacao fosfodiéstempdelo de Watson e Crick (DNA B); evidéncias
experinentais que levarara elaboracado nodelo de Vdtson e Crick; DNA A, DNA

Z, DNA triplex e DNA quadruplex; Caraatisticas fisico-quinsas do DNA - T.

Nucleo Interfasico e a Estrutura do Cromossomo Eucarionte (2 horas)
Ultra-estrutura nuclear: carioteca, poros, atnm, cromatina, eucromatina,
heterocromtina, associacdo da craina com o envoltorio nuclear, nucléolo;
proteinas associadas ao DNA (histona&o-histonas), organizacdo da cetima,;
elenentos estruturais do cra®sona eucarionte: teloeros, centréraros e origens de
replicacdo, regides organizadoras do nucléolo.



Replicagéo do DNA (2 horas)

Replicagdo do DNA enprocariontes: origentle replicacdo, inicio da replicacéo,
alonganento e térnmo; proteinas que piigipamda replicacdo do DNA; DNA girase,
DNA helicase, prirase, proteinas SSBNA polimerase |, DNA polirarase Ill, DNA
ligase, fragmentos de Okasaki, atividade corretora das DNA petases, sintese
semdescontinua do DNA, etanisno de acdo da DNA ligase, expeentos que
conmprovama replicacao seimonservativa.

Mutagénese e Mecanismos de Reparo do DNA (2 horas)

Mutacbes espontaneas eutatdes induzas. Alteracdes da estrutura do DNA
provocadas por agentes gudos e fisicos (agentes alquilantes, desantes,
hidroxilantes e luz ultravioleta). Consequ&as da alteragdo da estrutura quardo
DNA na transrissao da informcao genética. Mecanissde reparo celulares: reparo
no claro, reparo no escuro, recA, siske80S.

PCR e Seguenciamento do DNA (2 horas)

A reacdo entadeia da polierase (PCR) - ontagemda reacdo, enziam e desenho
dos primers. Sequenciaento do DNA pelo rédtodo de terrmacdo com di-
desoxinuclueotideos, sequencemo menual e seqlenciaento autonatizado.
Aplicacbes do PCR na biologieolacular e na biotecnologia.

Transcricdo Génica (2 horas)

Estrutura do RNA, diferencas entre DNARNA, tipos de RNA: rRNA, tRNA e
MRNA, RNA polimerase, sitio prootor, fato sigma, inicio, alongamnto e térnmo
da transcricdo, diferencas entre atese do RNA e do DNA, RNA polienase de
eucariontes e procariontes.

Regulacéo da Transcricdo Génica em Procariontes (2 horas)
Conceito de operon, operon lac, repressiabolica, interacdo proteina-DNA, operon
araBAD, operon trp, atenuacao, inibidores da transcricao.

Regulagéo da Transcricdo Génica em Eucariontes (4 horas)

O mMRNA eucarionte - rmdificacbes posranscricionais: adicdo de cap,
processamnto, poliadenilagdo. Estrutura dos puaiores eucariontegnhancers, o
fator basal de transcricdo, estrutuda RNA polinerase eucarionte, fatores
transcricionais eucariontes.

Metodologias Usadas para Estudo da Expressao Génica (2 horas)
Northen blot, sondas de DNA,amacédo dasonda de DNA: rarcarores radioativo e
nao radioativos, RT-PCR, RT-PCR de anmeal.

Biossintese de Proteinas (4 horas)

O cdbdigo genético, experantos realizadogara elucidar o cédigo genético, tRNA -
estrutura priraria, secundaria e terciarmyinoacil-tRNA sintetases, interacdo cédon-
anticodon, supressao, ribossssmestrutura, iniciacdo alongano e ternmacao da
cadeia peptidica, inibidores da sintese protéicaliffnacdes pos-traducionais.



Enderecamento protéico (2 horas)

Sistemras de organelas da célula eumate, sequéncias sinalizadoras de
conmpartimentalizacdo, a sequéncia sinal,Rncoramnto do ribossom ao RER,
peptidase sinal, glicosilacdo, transporte d&RRI6 Golgi, estrutura e fungcéo do Golgi,
secrecao de proteinas.

Regulacédo da Meia-vida de Proteinas (2 horas)

Sitenes proteoliticos intracelulares, ema-vida de proteinas, regra do N-témad,
sequéncia PEST, sequéncias KFERQ, sidaigprotedlise condicionais, sistende
protedlise dependente de ubiquitina.

Tecnologia do DNA Recombinante (6 horas)

Vetores de clonagemplasnideos, fagos, codieos, YACSs; tipos de vetores: vetores
integrativos, vetores epissai®, vetors centrordricos, vetores de expressao;
elenentos funcionais emm vetor de clonagenmarcadores de selecao, origata
replicacédo, sitios ditiplos de clonagemenzines de restricdo, sistem de restricdo e
modificacdo, extremdades cegas, pontas coesivas, DNA ligase; construcao de
biblioteca gendmea, construcdo de biblioteca de cDNA, estratégias de identificacao
dos clones de interesse — identificacdo gmrplementacdo, cono uso de sonda de
DNA e como uso de anticorpos.

Clonagem Génica em Células Vegetais (2 horas)
Vetores usados para clonagg@nica emcélulas vegetais, introducdo do DNA em
célula vegetal, plantas transgénica.

Uso da Biologia Molecular para a Identiicacdo das Diferencas entre Organismos

(4 horas)

RFLP (polinorfismo de comprimento defragmentos de restricdo), VNTR (nlero
variavel de repeticdes esgrie), identitacdo de cepas usando RFLP e VNTR, teste
de paternidade, identificagdo hana.

Técnicas de Biologia Molecular Aplicada ao Estudo de proteinas (4 horas)
Mutagénese sitio-dirigida, o sistande duplo hibrido, construcdo de proteinas
hibridas e suas aplicacbes — localizag@&ular da proteina, gene repdrter e
purificacdo de proteinas.

Estudos Orientados (8 horas)

Quatro aulas de discussdo de textos sobre as diferentes aplicapiE®man da
biologia nolecular.

Avaliacbes (8 horas)

Trés avaliacdes parciais e aravaliacao final.
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Fundanentos da Biologia Celular — Uanintroducdo a Biologia Molecular da Célula.
Dennis Bray, Bruce Alberts, Alexander Johnson. 1° Edicao - Editora ArtMed (1999).



