AREA DE CONCENTRACAO: Expressio e purificagio de proteinas recombinantes

CARGA HORARIA: APROXIMADAMENTE 360 HORAS — de segunda a sexta-feira, periodo
parcial (das 8 as 12 horas ou das 13 as 17 horas)
COORDENADOR: Marcos Gustavo Araujo Schwarz e Raquel Lima de Figueiredo Teixeira

EMENTA

Introducdo a tecnologia do DNA recombinante. Vetores de clonagem e expressao.
Principais hospedeiros procaridticos. Endonucleases de restricao. Transformagdo de
bactérias: método quimico e eletroporacdo. Sistemas induziveis. Tags que auxiliam a

purificagdo do produto recombinante.

OBIJETIVOS
1- Apresentar a tecnologia de DNA recombinante para producdo de proteinas
recombinantes e sua aplicabilidade nas diferentes areas da saude.
2- Capacitar o aluno a realizar os experimentos desde a construcdo do clone
produtor até a obtencdo da proteina recombinante de interesse.

3- Conhecer técnicas gerais de biologia molecular para essa determinada aplicacgao.

CONTEUDO PROGRAMATICO
Formagao teorica a ser oferecida ao aluno:

1 —Tipos de vetores (clonagem e expressdo) e de hospedeiros procaridéticos comumente
usados para producdo de proteinas recombinantes.

2 — Técnicas para produgdo do inserto e como introduzi-lo no vetor para construcgdo do
DNA recombinante.

3 — Métodos de transformacdo bacteriana: quimico e eletroporacao.

4 — Métodos de selecdo dos clones (plagueamento em meio seletivo, PCR de colbnia e
sequenciamento de DNA pela metodologia de Sanger).

5 — Sistemas induziveis: mecanismos de controle de expressao a nivel transcricional.

6 — Varidveis que podem afetar a produc¢do ou nao da proteina apds a inducgao.

7 — Métodos de polimento/purificacdo do produto final: salting-in/out, precipitacdo
diferencial, métodos cromatograficos, didlise.

Atividades praticas a serem desenvolvidas pelo aluno durante o estagio:

1 — Desenho dos oligonucleotideos iniciadores para clonagem



2 — Padronizac¢do da PCR e purificagdo dos produtos.

3 — Manuseio de cepas bacterianas em meio liquido e solido dentro da cabine de
biosseguranca.
4 — Inducdo da expressdo da proteina recombinante sob diferentes variaveis.

5 — Eletroforese em gel de agarose e de poliacrilamida em condi¢Ges desnaturantes e

redutoras.

6 — Abertura de amostra e purificacdo por cromatografia de afinidade por ions

imobilizados.

7 — Polimento do produto final.

Avaliagao
1.

Um relatdrio parcial a ser enviado a coordenag¢dao do CENT na metade do
curso (area de concentragdo). Esse relatdrio devera ser avaliado e assinado
pelo(a) aluno(a) e coordenador(a) da area.

Um relatdrio final a ser enviado a coordenacgdo do CENT ao final do curso
(drea de concentracdo). Esse relatério devera ser avaliado e assinado pelo(a)
aluno(a) e coordenador(a) da area.

Participacdo em um workshop (elaboracdo e apresentacao de poster) ao final
ao final do curso (area de concentracdo). Os pOsteres serdo avaliados por
profissionais da area afim.

Participacdo ativa em atividades tedrico-praticas relacionadas as areas de
concentracdo (seminarios, estudos dirigidos, dentre outras), a critério do
coordenador da area.
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