Programa de BIOQUIMICA CELULAR Y MOLECULAR
Carrera: Licenciatura en Biotecnologia.
Asignatura: Bioquimica Celular y Molecular.
Nucleo al que pertenece: Obligatorio (Ciclo Inicial)’

Profesores/as: Hernan G. Farina; Mariano Gabri; Giselle Ripoll; Vanina
Rodriguez; Fernanda Rubio.

Correlatividades previas: Biologia General

Objetivos:

Desde el punto de vista tedrico, impartir los conocimientos que permiten
comprender cabalmente las bases moleculares y metabdlicas de los procesos
celulares tanto de organismos eucariotas como procariotas. Sentar las bases de
conocimiento necesarias que se requeriran para cursar asignaturas bioquimicas
y bioldgicas que profundizan aspectos mas puntuales de los fendmenos
celulares y moleculares. Desde el punto de vista practico, entregar las
herramientas formativas que entrenen a las/os estudiantes en el manejo del
material de investigacidon empleado para analizar biomoléculas y células. Instruir
a las/os estudiantes en los procesos de razonamiento I6gico necesarios para
disenar, conducir y analizar experimentos bioquimicos generales.

Contenidos minimos:

Componentes quimicos de la célula. Estructura y funcién de las macromoléculas.
Interacciones moleculares. Compartimientos y estructuras subcelulares.
Conceptos de bioenergética. Genética. Flujo de la informacién: replicacion,
transcripcion y traduccion. Mecanismos de regulacion. Trafico de moléculas en
la célula. Técnicas de estudio y analisis a nivel celular y molecular. Técnicas
histoldgicas.

Carga horaria semanal: 6 horas

" En plan vigente, Res CS N° 125/19. Para los planes Res CS N° 277/11 y Res CS N° 179/03
pertenece al Nucleo Complementario, y se denomina “Introduccion a la Biologia Celular y
Molecular”.



Programa analitico:

Componentes quimicos de las células: Compuestos de carbono. Acidos
grasos como componentes de las membranas celulares. Aminoacidos vy
proteinas. Nucleétidos. Panorama general del metabolismo celular. Catabolismo
y anabolismo.

Estructura y funciéon de las macromoléculas: Enlaces peptidicos. Niveles
estructurales de proteinas. Plegamiento, modificacion y degradacion de las
proteinas. Purificacidén, deteccidn y caracterizacion de las proteinas. Estructura
de los acidos nucleicos.

Organizacion subcelular: Purificacion de las estructuras subcelulares.
Estructura de la membrana plasmatica. Funciones basicas. Organelas de la
célula eucarionte. Trafico vesicular. Citoesqueleto.

Replicacioén, reparacién y recombinacién del ADN: Maquinaria de replicacion.
Topoisomerasas. Dafio y reparacion del DNA — Carcinogénesis. Recombinacion
del DNA homalogo.

Sintesis de ARN y proteinas: Sintesis y procesamiento del ARN. Estructura y
funcién de la RNA polimerasa. Estructura y funcion del ARN mensajero.
Ribosomas. Codones y anticodones. Codones de iniciacion y terminacion.
Caddigo genético.

Regulacion de la transcripcion: Proteinas regulatorios. Operones. Iniciacion
de la transcripcion bacteriana. Control de la trascripcidon en eucariontes.
Secuencias reguladoras. Controles postrancripcionales.

Estructura molecular de genes y cromosomas - Tecnologia del DNA
recombinante: Estructura del gen. Organizacion cromosoémica. DNA codificante
y no codificante. Elementos modviles. Reordenamientos. DNA de organelas.
Fragmentacion, separaciéon y secuenciamiento de DNA. Hibridizacién de acidos
nucleicos. Clonacién de DNA.

Bioenergética: Oxidacién de la glucosa y los acidos grasos. Estructura de la
mitocondria. Oxidacién mitocondrial. Transporte de electrones y fosforilacion
oxidativa. Cloroplastos y fotosintesis. Pigmentos involucrados en la fotosintesis.
Fotosintesis bacteriana. Metabolismo del CO2 en la fotosintesis. Genoma de
cloroplastos y mitocondrias.

Técnicas de estudio a nivel molecular: Analisis de macromoléculas.
Cromatografia. Centrifugacion. Deteccion de proteinas por Western Blot y
deteccién in situ, ELISA. Utilizacién de radioisétopos. Métodos enzimaticos.
Fluorescencia.



Senalizacidon celular: Proteinas receptoras. Ligandos. Receptores acoplados a
Proteinas G. Receptores acoplados a enzimas. Segundos mensajeros. Rutas de
sefializacion. Interaccion y regulacion.

Ciclo celular: Principales eventos del ciclo celular. Regulacion del ciclo celular.

Trafico intracelular. Endocitosis, fagocitocis, pinocitocis y exocitosis. Distribucién
de los nutrientes en la célula. Intercambio vesicular entre organelas.
Participacion del citoesqueleto y proteinas motoras.

Sistema Nervioso. Estructura neuronal. Potenciales de accion. Generacion y
propagacién de un potencial de accidén. Impulso nervioso continuo y saltatorio.
Canales de membrana dependientes de voltaje.

Inmunologia. Componentes celulares y no celulares del sistema nervioso.
Sistema inmune innato y adaptativo. Sistema de complemento. Anticuerpos.
Elementos figurados de la sangre.

Histologia Basica: Métodos de estudio. Preparaciones permanentes, fijacion,
inclusion y coloracién. Congelacion y fractura (Criofractura). Principios basicos
de histoquimica.

Formacion practica en laboratorio:

Trabajo Practico 1. Purificacidn de lipidos: Técnicas de extraccion y analisis de
lipidos mediante cromatografia en capa fina.

Los objetivos de este trabajo practico son: 1- Determinar la composicion de lipidos de
distintos tejidos. 2- Comparar los porcentajes de lipidos totales de los diferentes
organos. 3-Contrastar los resultados obtenidos en el laboratorio con lo reportado en
bibliografia.

La dinamica de trabajo es grupal instando la participacion de todos las/os alumna/os; el
desarrollo del trabajo es realizado por la/os alumna/os. A partir de distintos 6rganos
animales se procede a la extraccion de lipidos utilizando la técnica de Bligh y Dyer, cuyo
fundamento es la afinidad de los compuestos lipidicos por solventes organicos. Una vez
realizada la extraccion, se procede a la resolucién de estos utilizando la metodologia de
cromatografia en capa fina donde se va a observar la separacién de las distintas
especies teniendo en cuenta su polaridad. A su vez, la fase organica restante se evapora
y mediante gravimetria se calcula el porcentaje de lipidos del tejido. Para el desarrollo
de este trabajo practico se utilizan: balanza analitica, micropipetas, vastagos de teflon
para disgregar el tejido, microcentrifuga, solventes organicos (metanol, cloroformo, éter
de petroleo, éter etilico, acido acético) y placas de silica gel.



Trabajo Practico 2. Aislamiento de ADN plasmidico a partir de bacterias.
Aislamiento de ADN total de procariontes y eucariotes. Cuantificacion y
determinacion de calidad mediante espectrofotometria UV.

Los objetivos de este trabajo practico son: 1- Purificar ADN plasmidico de células
bacterianas. 2- Analizar cualitativa y cuantitativamente las diferentes extracciones.

La dinamica de trabajo es grupal, la/os docentes proveen los cultivos de bacterias
crecidas durante 18 hs a partir de las cuales realizan los demas pasos de la extraccion.
Para la extraccidon plasmidica se utiliza la desnaturalizacion alcalina, descripto por
Birnboim & Doly, que se fundamenta en las caracteristicas fisico-quimicas del ADN en
condiciones alcalinas y en la diferencia de tamafo existente entre el ADN plasmidico y
el gendmico bacteriano. Una vez aislados los plasmidos se cuantifican y se determina
su calidad mediante espectrofotometria UV, dado que las bases nitrogenadas que
componen los acidos nucleicos absorben luz a longitudes de onda especifica. Esta
propiedad es explotada para determinar su concentracion en solucion utilizandose la ley
de Lambert-Beer, que relaciona la concentracion de un compuesto a una determinada
longitud de onda con su Absorbancia. Para el desarrollo de este trabajo practico se
utilizan: micropipetas, microcentrifuga, soluciones para realizar la extraccion,
espectrofotédmetro UV y cubetas de cuarzo.

Trabajo Practico 3. Electroforesis de acidos nucleicos en geles de agarosa.
Determinacién del peso molecular y la integridad de las especies moleculares
purificadas.

Los objetivos de este trabajo practico son: 1- Identificar los productos obtenidos en el
TP 2 e interpretar las bandas resueltas. 2- Comparar los resultados visualizados con el
indice de pureza y cuantificacion obtenido para cada muestra.

Se utiliza un unico gel de agarosa, preparado por la/os docentes, para todos los grupos
y las muestras obtenidas en el TP2 son sembradas por la/os alumna/os.

Para el desarrollo de este trabajo practico se utiliza la técnica de electroforesis que se
fundamenta en el desplazamiento de una molécula con una carga neta en solucién por
accion de un campo eléctrico, y esta migracion sucede a través de una matriz que
genera la separacion de las moléculas de la solucion en base a su tamafio o peso
molecular. Una vez que sucede la separacién de los componentes, los mismos son
visualizados utilizando un agente intercalante que emite fluorescencia cuando se
encuentra unido a los acidos nucleicos. Para el desarrollo de este trabajo practico se
utilizan: micropipetas, cuba electroforética, fuente de poder, gel de agarosa, solucion de
corrida, intercalante, patron de tamafio, transiluminador UV, camara fotografica de
registro.

Trabajo Practico 4. Extraccion de proteinas: Técnicas de fraccionamiento
subcelular y extraccion de macromoléculas. Lisis celular y extraccién de
proteinas citoplasmaticas. Cuantificaciéon de proteinas totales. Técnicas de
analisis molecular (electroforesis de proteinas).

Los objetivos de este trabajo practico son: 1- Comparar métodos de extraccion de
proteinas a partir de distintos organismos. 2- Cuantificar las proteinas resultantes de
cada extracto.

La dinamica de trabajo es grupal; el desarrollo del trabajo es realizado por la/os
alumna/os. A partir de distintos 6rganos animales se procede a la extraccion de



proteinas utilizando disgregacion mecanica con vastago de teflén en presencia de una
soluciéon tampon conteniendo detergentes; mediante este procedimiento se favorece la
ruptura del tejido mientras que el detergente interfiere con la estructura de las
membranas celulares y la obtencién del extracto crudo. A continuacion, se realiza una
centrifugacion para obtener fracciones subcelulares, en este caso las proteinas
asociadas a membrana quedaran en el precipitado y las solubles en el sobrenadante.
Una vez realizada la extraccion se procede a la cuantificacion de las proteinas por
método colorimétrico utilizando el reactivo de Bradford, el cual reacciona con grupos
funcionales de las proteinas para dar el reactivo coloreado. La intensidad del colorante
correlaciona directamente con la concentracién de los grupos reactivos y puede ser
medida mediante espectrofotometria. Luego de realizar una curva de calibracion con
una proteina pura de concentracion conocida se interpola la absorbancia de las
muestras incdgnitas en la ecuacion de la recta de regresion. Para el desarrollo de este
trabajo practico se utilizan: micropipetas, vastagos de teflon para disgregar el tejido,
microcentrifuga, solucién tampdn con detergente, reactivo de Bradford, proteina pura
standard, placa de multipocillos y lector de microplacas.

Trabajo Practico 5. Electroforesis de proteinas SDS-PAGE: Electroforesis en
geles de acrilamida en condiciones desnaturalizantes "SDS PAGE",
determinacion del peso molecular de proteinas.

Los objetivos de este trabajo practico son: 1- Comparar los perfiles proteicos obtenidos
mediante SDS-PAGE. 2- Calcular la movilidad electroforética de diferentes bandas
proteicas.

Se utiliza un unico gel de poliacrilamida, preparado por la/os docentes, para todos los
grupos y las muestras son sembradas por la/os alumna/os.

Para el desarrollo de este trabajo practico se utiliza la técnica de electroforesis similar a
la utilizada en el TP3. En este caso, como las proteinas tienen distinta carga neta
dependiendo de los aminoacidos que la componen y el pH de la solucién, las mezclas
proteicas se incuban con el detergente aniénico SDS que le brinda una carga negativa.
Se utiliza como matriz la poliacrilamida ya que permite una mayor versatilidad en la
separacion de estos compuestos. En paralelo a la siembra de las muestras, se corre un
patrén de proteinas de peso molecular conocido. Una vez que sucede la separacion de
los componentes los mismos son visualizados mediante tincion con el colorante
Coomassie blue. El desplazamiento de las cadenas polipeptidicas es proporcional al
logaritmo de la masa, esto nos permite estimar el peso molecular de una proteina
comparandola con la distancia de migracion del patrén de proteinas de peso molecular.
Para el desarrollo de este trabajo practico se utilizan: micropipetas, cuba electroforética,
fuente de poder, gel de poliacrilamida, patrén de peso molecular, solucién de corrida,
colorante Coomassie blue, camara fotografica de registro.

Trabajo Practico 6. Western blot. Electrotransferencia de proteinas.
Inmunotincién de proteinas eucariotas. Revelado luminiscente con HRP.

El objetivo de este trabajo practico es: 1- Determinar los niveles de la proteina
inmunoglobulina (IgG). Se utiliza una Unica membrana de nitrocelulosa para todos los
grupos y este trabajo practico es mostrativo. Los pasos de incubacion son realizados
por la/os alumna/os. Para el desarrollo de este trabajo practico se utiliza la técnica de
electroforesis explicada en el TP 5, en el gel se sembraran distintos volumenes de la



proteina pura IgG y luego de realizada la separacion las proteinas, se electrotransfieren
a una membrana de nitrocelulosa para proceder con las distintas etapas de incubacién
con las soluciones de: Bloqueo, lavado, dilucién con anticuerpo anti-especie acoplado a
peroxidasa. Finalmente, se revela utilizando un reactivo quimioluminiscente en una
reaccion mediada por la peroxidasa. Para el desarrollo de este trabajo practico se
utilizan: micropipetas, cuba electroforética, fuente de poder, gel de poliacrilamida, patron
de peso molecular, proteina pura IgG, solucion de corrida, equipo de
electrotransferencia, solucion de transferencia, membrana de nitrocelulora, solucién de
bloqueo, solucién de lavado, anticuerpo anti-especie acoplado a peroxidasa, reactivo
quimioluminiscente, placas radiograficas, reactivos de revelado fotografico, camara
fotografica de registro.

Trabajo Practico 7. Operdon Lactosa: Estudios de la regulacion del operén
lactosa bajo distintas condiciones experimentales.

El objetivo de este trabajo practico es: 1- Estudiar las condiciones de induccion del
operon lactosa en Eschericha coli.

La dinamica de trabajo es grupal, las/os docentes proveen los cultivos de bacterias
crecidas durante 18 hs a partir de las cuales realizan los demas pasos.

La regulacion de los procesos celulares permite a los organismos optimizar el
aprovechamiento de los recursos disponibles en cada momento. En el caso particular
del operdn lactosa, la induccién ocurre cuando se presentan las siguientes situaciones
en forma simultanea: a) el represor no actua sobre el operador debido a la presencia del
inductor (lactosa) y b) el complejo activador (CRP-ligando) se une a la secuencia
regulatoria especifica. Las bacterias se incuban en distintas condiciones
experimentales: en presencia de lactosa, glucosa, un antibiético que inhibe la traduccion
de proteinas. Luego de estas incubaciones se medira la actividad enzimatica de la -
galactosidasa, producida por uno de los marcos de lectura abiertos regulados por el
operon lactosa, como una medida de su activacion utilizando el reactivo ONPG (orto-
nitrofenilgalactosa). Este es hidrolizado por esta enzima, y uno de los productos de
hidrélisis, el orto-nitrofenol, es de color amarillo y puede ser medido mediante
espectrofotometria. La intensidad de color es proporcional a la actividad enzimatica que
es calculada por la ecuacion de Miller.

Para el desarrollo de este trabajo practico se utilizan: micropipetas, microcentrifuga,
soluciones de lactosa, glucosa, ONPG, placa de multipocillos y lector de microplacas.

NOTA: Todos los trabajos practicos que involucren animales de laboratorio contaran
con la aprobacion de la CICUAL-UNQ (Comité Institucional de Cuidado y Uso de
Animales de Experimentacion).

Seminarios
Los seminarios estaran orientados a la resolucién de problemas experimentales
aplicando las técnicas vistas y ejercitadas en los trabajos practicos.

Bibliografia
- Alberts, Bruce; Johnson, Alexander; Lewis, Julian; Raff, Martin; Roberts,
Keith; Walter, Peter. Molecular Biology of the Cell. 4th ed.New York:
Garland Publishing; 2002



- Lodish, Harvey; Berk, Arnold; Zipursky, S. Lawrence; Matsudaira, Paul;
Baltimore, David; Darnell, James E. Molecular Cell Biology. 4th ed. New
York: W. H. Freeman & Co.; c1999.

- Salomon E P, Berg L R, Martin D W and Villee C. Biologia de Ville. 4th ed.
McGraw-Hill Interamericana Editores, S.A. 1998.

- Suzuki D T Giffiths A J F, Miller J H and Lewontin R C. Introduccién al
analisis genético. 4th ed. McGraw-Hill Interamericana Editores, S.A. 1992.

- Junqueira L C and Carneiro J. Histologia Basica. 3ra Edicién. Salvat
Editores, S.A. 1987. Gomez, D.E. & Alonso, D.F. (1998). Introduccién a la
Oncologia Molecular. Editorial UNQ.

La bibliografia que no se encuentra en la Biblioteca de la UNQ es suministrada
por los docentes, ya sea porque se dispone de las versiones electronicas y/o se
dispone del ejemplar en el grupo de investigacion asociado.

Organizacion de las clases: Las actividades de ensefanza se desarrollan a
través de clases tedricas, practicas de laboratorio, talleres metodoldgicos y
seminarios de discusion de articulos cientificos, que se alternan para dar
cobertura integral a cada unidad tematica.

Modalidad de evaluaciéon: La asignatura prevé 3 (tres) instancias de
evaluacion, correspondientes a 2 (dos) parciales escritos y 1 (una) evaluacion
practica en laboratorio. La nota final surge de una ponderacion de estas
evaluaciones. Puede ser promocionada obteniendo una nota minima de 6 (seis)
en cada evaluacion y un promedio igual o mayor a 7 (siete).

Aprobacion de la asignatura segun Régimen de Estudios vigente de la
Universidad Nacional de Quilmes (Res. CS 04/08):
La aprobacién de la materia bajo el régimen de regularidad requerira: Una
asistencia no inferior al 75 % en las clases presenciales previstas, y cumplir con
al menos una de las siguientes posibilidades:
(a) la obtenciéon de un promedio minimo de 7 puntos en las instancias
parciales de evaluacién y de un minimo de 6 puntos en cada una de ellas.
(b) la obtencion de un minimo de 4 puntos en cada instancia parcial de
evaluacion y en el examen integrador, el que sera obligatorio en estos
casos. Este examen se tomara dentro de los plazos del curso.
Los/as alumnos/as que obtuvieron un minimo de 4 puntos en cada una de las
instancias parciales de evaluacion y no hubieran aprobado el examen integrador
mencionado en el Inc. b), deberan rendir un examen integrador, o en su



reemplazo la estrategia de evaluacién integradora final que el programa del curso
establezca, que el docente administrara en los lapsos estipulados por la UNQ.

Modalidad de evaluacion examenes libres:
En la modalidad de libre, se evaluaran los contenidos de la asignatura con un

examen escrito, un examen oral e instancias de evaluacion similares a las
realizadas en la modalidad presencial. Los contenidos a evaluar seran los
especificados anteriormente incluyendo demostraciones tedricas, laboratorios y
problemas de aplicacion.



CRONOGRAMA TENTATIVO

Actividad*

Semana | Tema/unidad Tedrico | Practico Evaluacion
1 Clase Introductoria. Componentes celulares. X

Macromoléculas - Organizacion subcelular X
2 Replicacién, reparacion y recombinacién de ADN X

TP1 “Purificacion de lipidos” X (Laboratorio)
3 Transcripcién X

Técnicas moleculares |: “Tecnologia del ADN” Intro TP2y 3 X X (Seminario)
4 Traduccion X

TP2 “Aislamiento de ADN” X (Laboratorio)
5 Estructura de genes/Regulacion de la transcripcion. X

TP3 “Electroforesis de acidos nucleicos” X (Laboratorio)
6 Repaso temas 1° Parcial X

Seminario |- Problemas sobre acidos nucleicos X (Seminario)
7 1er PARCIAL X X

Técnicas moleculares Il: “Tecnologia de proteinas” Intro TP 4, 5y 6. X (Seminario)
8 Bioenergética I-Bioenergética Il X

TP4 “Extraccion de proteinas” X (Laboratorio)
9 RECUPERATORIO 1er PARCIAL X

TP5 “Electroforesis de proteinas SDS-PAGE” X (Laboratorio)
10 Citoesqueleto celular-Musculo X

TP6 “Western blot” X (Laboratorio)
11 Senalizacion celular X




12

13

14

15

16

Regulacién del ciclo celular
Seminario IlI-Problemas de proteinas
Trafico intracelular. Sistema nervioso
TP7 “Operon Lactosa”

Parcial Practico

Histologia y Cancer 6 Repaso temas 2° Parcial
Seminario lllI-Problemas de parciales

Histologia y Cancer 6 Repaso temas 2° Parcial

2do. Parcial

X (Seminario)

X

X (Laboratorio)
X
X

X (Seminario)
X
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