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celular

Virus podem ativar proto-oncogenes celulares
através de mutagénese de inser¢do

Andlise de cromossomos tumorais revela o -
rearranjo de proto-oncogenes

Fenétipo transformado pode ser passado via
transfecgéo mediada pelo DNA

O oncogene humano ativado é clonado

O oncogene do carcinoma humano de bexiga é
um gene ras ativado

O oncogene ras do carcinoma da bexiga é ativado
POr uma mutagéo pontual

Os Proto-oncogenes codificam componentes de
vias de transdugdo de sinais

Os Proto-oncogenes podem codificar fatores de
Crescimento ou seus receptores
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Muitos proto-oncogenes atuam como transdutores
de sinais intracelulares

Alguns proto-oncogenes sio fatores de transcricdo

Descobrindo experimentalmente a
complexidade do cancer: a teoria de
miiltiplos impactos

Oncogenes causam céncer em camundongos
transgénicos

O paradoxo da fusdo: o crescimento normal &
dominante 2 transformacio

A suscetibilidade ao cancer pode ser hereditéria

A clonagem do gene de suscetibilidade a0
retinoblastoma

A proteina RB € o alvo de oncogenes de DNA de
virus tumorais

O estranho caso da p53: um oncogene que muda
para o outro lado

As virias etapas do cancer colorretal: uma histoéria
real sobre oncogenes e antioncogenes

Céncer resulta do actimulo de mutagdes
dominantes e recessivas

19 ANALISEMOLECULAR DO CICLO
CELULAR

O ciclo celular possui quatro estdgios

Existem dois tipos de controle no processo de
divisdo celular

Leveduras sdo bons sistemas para o estudo do
controle do ciclo celular

Mutantes termossensiveis sdo uma valiosa
ferramenta no estudo do ciclo de divisio
celular

Gene CDC28 codifica uma protefna quinase
onipresente

Atividade de proteina quinase da proteina Cdc2
varia no ciclo celular

MPF contém Cdc2

Clonagem das ciclinas

Ciclina e Cdc2 formam um complexo de
proteinas _

A destruigdo da ciclina é necesséria para inativar
a atividade quinase

Grupo diferente de ciclinas regula as proteinas
Cdc28 na fase G1 da mitose

*Outras protefnas Cdc estdo também envolvidas

na regulago da atividade quinase de Cdc2
DNA recombinante estabelece uma linguagem
comum para diferentes sistemas experimentais
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20 GENES QUECONTROLAMO
DESENVOLVIMENTO DA Drosophila

Casualidade e triagem genética sistematica
identificam os genes que controlam o
desenvolvimento

Os primeiros genes do desenvolvimento da
Drosophila foram clonados por chromosome
walking

O homeo dominio é compartilhado entre os genes
de desenvolvimento da Drosophila

A polaridade antero-posterior surge do gradiente
de uma proteina do homeo dominio

Os genes gap definem as primeiras subdivisoes
do embrido

Genes de segmentagdo dividem o embrido em
listras

A proteina bicoid regula diretamente a transcricdo
de hunchback

A expressio de listras é codificada por elementos
reguladores distintos que atuam em cis

A especificidade dos genes homedticos permanece
inexplicada

A formagao das extremidades do embrido requer
uma via de transdugdo de sinais dependente
de uma protefna quinase

A polaridade dorso-ventral € atingida pelo
transporte regulado de um fator de transcrigdo
para o nicleo

Os genes de desenvolvimento da Drosophila
ajudam a isolar novos genes de
desenvolvimento de vertebrados

2] 0S GENES QUE ESTAO POR TRAS DO
FUNCIONAMENTO DO CEREBRO

A clonagem dos genes que especificam o
desenvolvimento dos neurdnios

Os fatores neurotréficos estimulam o crescimento
e a diferenciacdo dos neurdnios

Os retrovirus sio usados para marcar e imortalizar
0s neurdnios

A clonagem e a mutagénese estabelecem modelos
estruturais dos canais iénicos sensiveis a
voltagem

Os receptores de neurotransmissores sao membros
de uma grande familia de genes

A clonagem por homologia € usada para isolar
componentes das vias de transducdo de
sinal em neurdnios olfativos

A aprendizagem e a memdria exigem mudangas
estdveis na fun¢@o neural
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A clonagem molecular e o mapeamento genético
comecam a explorar a doenga de Alzheimer

22 ODNA RECOMBINANTEE A
EVOLUCAO

A vida pode ter-se originado do RNA

Por que tanto DNA?

Os genes podem ser ligados (ou desligados) por
elementos méveis

Os introns sio componentes antigos dos genes

O embaralhamento de exons contribui para a
evolugdo génica

A duplicacdo de genes é uma for¢a motriz na
evolucdo

Relégios de DNA medem a velocidade da
evolugdo

O segiienciamento de RNA ribossdmico identifica
os trés grandes reinos de organismos vivos

A tecnologia do DNA recombinante separou as
relagdes de parentesco na familia dos primatas

O DNA mitocondrial como relégio molecular

Algumas organelas intracelulares foram outrora
bactérias

A impressdo digital (fingerprinting) de DNA nos
ajuda a entender a base genética do altruismo

APLICACOES DO DNA RECOMBINANTE
NA BIOTECNOLOGIA

23 O DNARECOMBINANTE NA MEDICINA
E NA INDUSTRIA

Sistemas de expressdo sdo desenvolvidos para
produzir proteinas recombinantes

A insulina é a primeira droga recombinante
licenciada para utiliza¢do humana

O hormdnio do crescimento humano recombinante
é produzido em bactérias por dois métodos

Uma vacina contra o virus da hepatite B é
produzida em levedura pela expressao de
antigeno viral de superficie

Proteinas humanas complexas sio produzidas
por culturas de células de mamiferos em
grande escala

Anticorpos monoclonais funcionam como “balas
magicas”

Anticorpos humanos que reconhecem antigenos
especificos podem ser diretamente clonados
e selecionados
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Anticorpos monoclonais “humanizados” mantém
a atividade, mas perdem a imunogenicidade

A engenharia de proteinas pode modelar
anticorpos para aplicagdes especificas

A engenharia de proteinas € usada para melhorar
uma enzima detergente

Variantes do horménio do crescimento com
propriedades de ligacdo melhoradas sio
selecionadas por €Xposi¢do em fagos

Novas tecnologias prometem novas estratégias
para o planejamento de fiormacos

24 PRODUCAO DE PLANTAS E ANIMAIS
IMPORTANTES NA AGRICULTURA

Plantas que exXpressam a proteina da capa viral
S€ tornam resistentes a infecgoes

Insetos nio conseguem atacar plantas que
eXpressam uma toxina de bactéria

Plantas transgénicas tolerantes a herbicidas
permitem uma melhor manipulagio das ervas
daninhas

Flores que exibem novas coloragdes e novos
padrdes podem ser obtidas por engenharia
genética

O uso de plantas para produzir proteinas é de
grande importincia comercia]

O horménio de crescimento bovino recombinante
estimula a produgio de leite e aumenta a
utilizagdo de alimento

Procedimentos desenvolvidos para a geracido de
animais transgénicos

Proteinas de uso farmacéutico podem ser
produzidas em animais transgénicos

Animais da pecudria podem ser protegidos contra
infec¢do viral por meio de expressio
transgénica da proteina da capa do virus

A implementacio de biotecnologia agricola
Tequer pesquisa constante e discussio social

25 CONVOCANDO O DNA

RECOMBINANTE PARA COMANDAR
ALUTA CONTRA A AIDS

Virus da imunodeficiéncia humana é a causa da
AIDS

HIV ¢ um retrovirus

HIV pertence 4 classe mais complexa dos
retrovirus descobertos até o momento

Gene fa regula a stntese do RNA do HIV

Transporte do RNA do HIV do niicleo ao
citoplasma celular ¢ regulado pela Rev
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Gene nefparece ser essencial para replicagéo in
vivo do virus da AIDS

AZT interfere na sintese do DNA viral

Protease do HIV é um outro alvo para o tratamento
da AIDS

HIV infecta e mata linfécitos T que expressam o
receptor do CD4

Moléculas CD4 soltveis podem ser utilizadas para
prevenir a infec¢do com HIV

Toxinas conjugadas com as moléculas CD4
matam especificamente célylas infectadas pelo
HIV

Transporte de protefnas do HIV para a superficie
celular pode ser inibido

Virus da imunodeficiéncia simia e modelos
animais também so tteis no estudo da AIDS

Protefnas recombinantes do HIV poderio ser
imunégenos eficazes na vacinagd@o contra a
AIDS

Sarcoma de Kaposi é um tumor associado com a
AIDS

A origem e a evolugdo do virus da
imunodeficiéncia humana sdo reveladas
através das técnicas do DNA recombinante

DNA recombinante lidera a batalha contra a AIDS

IMPACTO DO DNA )
RECOMBINANTE NA GENETICA
HUMANA

26 MAPEAMENTO E CLONAGEM DE
GENES DE DOENCAS HUMANAS

As doengas genéticas humanas t&m padrées de
heranca simples ou complexa

A base metabélica de algumas doengas
hereditdrias humanas & determinada

A “clonagem posicional” (positional cloning) usa
alocalizacdo de um £€Nne no cromossomo para
cloné-lo

O mapeamento subcromossdmico de genes e
marcadores pode ser realizado com células
somdticas hibridas

Genes clonados e marcadores podem ser
localizados por hibridizagio in sity em
Cromossomos

Anormalidades cromossdmicas fomecem outros meios
de localizagdo de genes relacionados as doencas

O polimorfismo do comprimento dos fragmentos
de restricio (RFLPs) serve como marcador paraa
andlise de ligacdo

488
490

492

493

493

496

496

496

497

500

500
501

507

=

510

510

512

514

513



A ligaciio é calculada a partir da freqiiéncia de
recombinacéo

Cromossomos X anormais fornecem meios para
clonar gene da distrofia muscular de Duchenne

Os cDNAs do gene de DMD foram clonados

usando duas estratégias

O gene da fibrose cistica foi clonado pela andlise
de RFLP e chromosome jumping

O gene de fibrose cistica foi identificado por
seqiienciamento de DNA

As indicacdes sobre a funcdo de proteinas surgiram
a partir das seqiiéncias de genes clonados de
doen{;as

Os genes clonados sdo utilizados em estudo de
expressio e fungdo de protenas

A clonagem de genes causadores de doengas
poligénicas e multifatoriais ¢ dificil

Genes candidatos podem ser usados paia clonar
genes de doengas humanas

A clonagem de genes de doengas humanas
continuard a depender de estudos de ligagdo

27 DIAGNOSTICO DAS DOENCAS
GENETICAS UTILIZANDO DNA

Marcadores bioquimicos usados para diagnésticos
precoces

Mutagdes nos genes da globina causam as
talassemias

RFLPs e andlises de ligagdo sdo usados para
diagndstico

A ligacdo de desequilibrio pode ser usada para
diagndstico

Delecdes de exons sdo usadas para diagnéstico
direto de DMD

Mutagdes génicas podem alterar o sitio de restricao
de uma enzima: diagnéstico direto de anemia
falciforme

Sondas oligonucleotidicas alelo-especificas (ASO)
sdo usadas para detectar mutagoes

A deteccdio de mutagdes pela técnica da ligase

A PCR revoluciona o diagnéstico utilizando DNA

Métodos de diagnéstico utilizando DNA para
distinguir tipos diferentes de tumores

Novos métodos foram desenvolvidos para testar
mutagdes

A andlise genética pode trazer tanto problemas
quanto beneficios

Loci hipervaridveis ou seqiiéncias repetidas em
tandem podem ser usados para identificar
individuos

DNA fingerprinting € usado nos tribunais
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Privacidade genética vai tornar-se um tema
importante

28 TRABALHANDO EM FUNCAO DA
GENETERAPIA HUMANA

Defeitos génicos sio corrigidos em animais
transgénicos

A geneterapia humana suscita discussdo de valores

éticos :

O defeito da fibrose cistica pode ser corrigido in
vitro

Células hematopoiéticas sdo usadas para a
expresso de genes humanos em animais ~

Células da medula dssea geneticamente
manipuladas sobrevivem por longos periodos
in vivo

Fibroblastos da pele sdo células-alvo para
geneterapia

Hepatdcitos podem ser usados para geneterapia

Experimentos de geneterapia t&m sido realizados
‘em animais de grande porte

A transferéncia de mioblasto é usada no
tratamento da distrofia muscular de Duchenne

Genes podem ser distribuidos diretamente para
os sitios-alvo in vivo

Linfécitos geneticamente modificados sdo
administrados em seres humanos

A deficiéncia da adenosina desaminase humana €
tratada pela geneterapia

29 ESTUDO DE GENOMAS INTEIROS

Grandes fragmentos de DNA podem ser separados
por eletroforese em gel de campo pulsado
(pulsed field gel electrophoresis — PFGE)

PFGE ¢ usado para fazer mapas fisicos em larga
escala

A andlise do genoma clonado de E. coli requer
encontrar superposi¢do nos segmentos

Cromossomos artificiais de leveduras (yeast
artificial chromosomes — YACs) sdo usados
para clonagem de grandes fragmentos de
DNA

YACs siio usados para ligar contigs de cosmideos
de C. elegans .

Clones de cosmideo e de YACs sdo ordenados ao-

longo de cromossomos das glandulas salivares de

Drosophila por hibridiza¢do in situ

Um cromossomo inteiro de levedura foi
seqiienciado
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Método multiplex agiliza seqiienciamento de
DNA

Segiienciamento automatizado de DNA acelera
enormemente o processo

A compreensdo das seqiiéncias de DNA &
favorecida pelas comparagGes de homologias

Novos métodos serdo necessarios para
seqiienciamento de DNA em larga escala

30 OPROJETO GENOMA HUMANO —

DESCOBRINDO TODOS 0OS
GENES HUMANOS

Fazendo um mapa genético humano de alta
resolugéo utilizando marcadores de referéncia

Cromossomos humanos podem ser separados
utilizando fracionadores de células

DNA para clonagem pode ser microdissecado de
cromossomos humanos

Células somdticas hibridas servem como fonte de
DNA cromossdmico humano purificado
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Fragmentos de cromossomos humanos irradiados
com raios X sio usados para mapeamento
genético

Fragmentos de DNA humano clonados precisam
ser ordenados de forma contigua em tamanhos
correspondentes a megabases

Sitios com uma seqiiéncia marcada identificam
DNAs clonados

Genes completos de doengas humanas podem ser
agrupados em YACs

Os YAC:s sido utilizados para clonar os telémeros
dos cromossomos humanos

Os YACs auxiliaram na elucidag@o dos mistérios
da sindrome do X frégil

Seqiienciamento em larga escala do gene HPRT
humano foi feito em quatro estdgios

O armazenamento e a anlise de dados obtidos
de um genoma requerem grandes bancos de
dados

O mapeamento de genes pode ser facilitado pela
comparagao entre espécies

O entendimento de nosso genoma pode beneficiar
a humanidade
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