Nombre del curso o unidad curricular: Biologia Molecular

Licenciaturas: Bioquimica, Ciencias Biologicas

Frecuencia y semestre de la formacion al que pertenece la unidad curricular: Anual, Semestre Impar

Créditos asignados:
Lic. Bioquimica 12 créditos (Area Bioquimica Bésica)

Lic. Ccias. Biol6gicas 12 créditos (Tramo Orientacién — Area Celular y Molecular)

Nombre del/la docente responsable de la unidad curricular y contacto: Ana Cecilia Ramon,
anaramon@fcien.edu.uy

Requisitos previos:

Conocimientos de Bioquimica: Biomoléculas, estructura y funcion a nivel detallado (incluyendo lipidos,
carbohidratos, proteinas y acidos nucleicos), bases de gendmica, bases de bioenergética y metabolismo,
metabolismo de &cidos nucleicos y proteinas a nivel detallado (replicacion del ADN, dogma central de la
biologia molecular, transcripcion, cédigo genético, traduccion, mecanismos de regulacion génica), y
conocimientos de laboratorio en bioquimica general (purificacion de proteinas y acidos nucleicos, analisis
de proteinas).

Conocimientos de Genética: Genoma eucariota, concepto de gen, niveles de organizacion de la cromatina,
mitosis, meiosis. Mecanismos de la herencia, leyes de Mendel, fenotipo y genotipo, bases cromosémicas
y moleculares de la herencia mendeliana, distancias genéticas, herencia cuantitativa. Plasticidad del
material genético, mutacion, recombinacioén, variaciones cromosémicas. Regulacion de la expresion
génica. De temas practicos: conocimientos generales de técnicas moleculares aplicadas en genética.

Conocimientos de Biologia Celular: organizaciéon molecular y roles de la membrana celular, organizacion
del espacio subcelular, transito intracelular, organizacion general y funciones del nicleo, sistemas
subcelulares de conversion de energia, multiplicacién celular, diferenciacion, comunicacion celular.
Técnicas de estudio en Biologia celular.



conocimientos: Bioquimica, Biologia Celular, Genética.

Conocimientos adicionales sugeridos:

Se sugieren otros contenidos de los cursos antes referidos (bases de biologia del desarrollo, vias
metabdlicas) y ademas los contenidos de otros cursos, en especial temas de virologia y genética
microbiana y técnicas de rutina en microbiologia.

Objetivos de la unidad curricular:
a) Herramientas, conceptos y habilidades que se pretenden desarrollar en la unidad curricular

Como objetivo general se pretende darle al estudiante informacion actualizada para comprender en
profundidad las bases moleculares de fendmenos biolégicos (clases tedricas), familiarizarse con las
principales metodologias de uso en la investigacion bésica de la biologia molecular (practico de
laboratorio) y entender articulos de investigacion original sobre temas referentes a esta disciplina,
incluyendo metodologias de actualidad (seminarios).

El objetivo de este curso es que los estudiantes adquieran una formacion general en las bases moleculares
de la vida, algo que ya comienzan a estudiar en los cursos de Biologia Celular y Bioquimica I, pero que se
ve en este curso en mayor profundidad. Ademas, en este curso se tratan los temas con un mayor énfasis a
nivel de interacciones moleculares y estructura molecular, y con un fuerte énfasis en aspectos
metodoldgicos. Se pretende que los estudiantes conozcan las técnicas méas comunes de biologia
molecular, y que sepan por un lado interpretar resultados obtenidos con estas técnicas por otros autores,
pero también que sepan como aplicar estas técnicas en diversos contextos, ya que hoy en dia son de
utilidad para muchas otras disciplinas.

Conocimientos y metodologias que se pretende desarrollar en el curso:

- Conceptos tedricos de Biologia Molecular (ver programa detallado)

- Experiencia de laboratorio en técnicas de rutina de Biologia Molecular (clonado, transformacion, PCR,
RT-qPCR, técnicas de extraccion y analisis de acidos nucleicos, electroforesis, etc.) y manejo de
instrumental asociado (ej. termocicladores, equipos de electroforesis, etc.).

- Experiencia y aprendizaje en la realizacién de informes técnicos

- Experiencia y aprendizaje en la realizacion de presentaciones cientificas

- Interpretacion critica de la bibliografia especializada

- Conocimientos basicos de bioinforméatica

b) En el marco del plan de estudios



En el marco de la formacion profesional, ;qué herramientas aporta esa unidad curricular en la
formacion profesional de ese estudiante?

Las herramientas que aporta este curso incluyen:

- Conceptos teoricos de Biologia Molecular

- Experiencia de laboratorio en técnicas de Biologia Molecular

- Experiencia y aprendizaje en la realizacion de informes técnicos

- Experiencia y aprendizaje en la realizacion de presentaciones cientificas
- Conocimientos basicos de bioinformatica

Temario sintético de la unidad curricular:
Teorico

Estructura y conformacién de los acidos nucleicos
Generalidades de las interacciones ADN-proteinas
Replicacién del ADN

Genoma: procariotas y eucariotas

Genomas eucariotas

Regulacién de la transcripcion en procariotas
Regulacion post transcripcional en procariotas
Transcripcion en eucariotas.

Regulacion de la transcripcién en eucariotas.
Procesamiento y regulacion post-transcripcional en eucariotas.
Cromatina, estructura y funcion

Traduccidn y sintesis de proteinas

Plegamiento de proteinas

Transduccion de sefiales

Bases moleculares del desarrollo

Practico

Modulo 1: Amplificacion de un ADN genémico por PCR
Moddulo 2: Clonacién y Seleccién de moléculas recombinantes
Moédulo 3: Bioinformética

Modulo 4: Andlisis de expresién por PCR en tiempo real

Seminario: técnicas utilizadas en Biologia Molecular

Técnicas generales para el analisis y deteccién de dcidos nucleicos y proteinas.
Localizacion a nivel celular y subcelular de la expresién génica
Aproximaciones "0micas"

Interacciones acidos nucleicos-proteina, proteina-proteina

Andlisis de expresiéon por PCR en tiempo real
CRISPR/Cas

Temario desarrollado:
Temario de teorico

Estructura y conformacioén de los acidos nucleicos (3 horas).




Composicion quimica y componentes sillares. Polimerizacion. Propiedades fisicas y quimicas.
Aplicaciones. Estudio comparativo de ADN y ARN, estructuras, tipos y funcion. Interacciones intra- e
interhebra. Apareamiento de Watson y Crick y otros. Topologia y Superenrrollamiento. Métodos de
estudio de las estructuras y conformaciones de los acidos nucleicos. e,

Generalidades de las interacciones ADN- proteinas (1.5 horas).

nucleicos. Interacciones con metabolitos. Métodos de estudio de las interacciones mbléculares de
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Replicacion del ADN (1.5 horas).

Conceptos generales. Aproximaciones experimentales. Aspectos quimicos y bioquimicos. Las ADN
polimerasas. Mecanismos: iniciacion, elongacién, terminacion, en procariotas y eucariotas. Regulacion de
la replicacién en procariotas y eucariotas. Herramientas y aplicaciones derivadas del conocimiento de la
replicacion

Genoma: procariotas (1.5 horas).

Estructura de genomas bacterianos. Genomica de bacterias: pan-genoma, genoma "core" y "accesorio".
Organizacion del genoma procariota, caracteristicas composicionales y causas de su variacion a diferentes
escalas. Tamafios de genomas y nimeros de genes.

Genomas eucariotas (3 horas).

Paradoja del valor C: Tamaflo genoma vs complejidad de los organismos. Estructura del gen eucariota.
Ntmero, densidad y tamafio de genes. Curvas CoT. Caracteristicas composicionales. Secuencias
repetidas: Tipos Caracteristicas. Secuenciacion de genomas: Metodologias Introduccion al secuenciado de
segunda generacion

Regulacion de la transcripciéon en procariotas (3 horas).

Inicio de la transcripcién, promotores y métodos de estudio. Terminacion de la transcripcion, rho
dependiente y rho independiente. Operones y regulones. Operén Lactosa, arabinosa y triptofano.
Regulacién positiva, negativa. Atenuacién. Regulacion transcripcional mediada por sustitucion de la
subunidad sigma 70 por factores alternativos. Regulacion por el 6SRNA. La respuesta estricta mediada

por ppGpp.

Regulacién post transcripcional en procariotas (1.5 horas).

Regulacion de la vida media del ARNm. Mecanismos de degradacion del ARNm. El degradosoma.
Métodos de analisis. SRNAs reguladores. Riboswitches. Termémetros de ARN. Regulacion del inicio de
la traduccién.

Transcripcién en eucariotas. (1.5 horas).

Flujo de la informacién genética en eucariotas. Distintos tipos de ARNs. Caracteristicas generales de la
transcripcion, diferencias con procariotas. Los transcriptos eucariotas y sus caracteristicas. Las ARN
polimerasas- La ARN polimerasa II. El promotor eucariota, caracteristicas. Comienzo de la transcripcion.
Complejo de Pre-iniciacion. Factores. El complejo Mediador.

Regulacion de la transcripcion en eucariotas. (3 horas).

Caracteristicas generales de la regulacion de la expresion génica. Regulacion al inicio de la transcripcion.



Secuencias reguladoras. Proteinas y ARNs reguladores. Principios basicos y estructurales de Epigenética.

splicing trans-splicing. Sphcmg alternativo. Pohademlacmn Exportacion del ARNm al,_ ?
localizacion sub-celular. Edicion (editing) del ARNm. Procesamiento del ARI\}\mbogoméPy @eLA N de
transferencia. Degradacion del ARNm y su regulacion. ARNs pequefios no codlﬁcaniﬁs fJQ(tI&'))’
traduccional. Regulones post-transcripcionales. P

Cromatina, estructura v funcién epigenética (4.5 horas).

Estructura del nucleosoma. Histonas (histonas del nicleo central, histona "linker"). Niveles de
compactacién de la cromatina (A¢existe la fibra de 30 nm niveles superiores de compactacion).
Territorios cromosomicos. Nucleosomas y replicacion del ADN: ensamblado de nucleosomas.
Posicionamiento nucleosomal. Nucleosomas y transcripcion. Remodelado de la cromatina. Epigenética.
Modificaciones covalentes de histonas. Codigo de histonas. Complejos remodeladores. Variantes de
histonas. Metilacion del ADN. Participacion de ARNs no codificantes. Silenciamiento. Heterocromatina
constitutiva (centromero, telomeros) y facultativa. Variegacion de efecto posicional. Impronta
gendmica.Herencia de los estados de la cromatina.

Traduccidn y sintesis de proteinas (3 horas).

Las moléculas y estructuras responsables. L.os mecanismos. Especificidad y fidelidad. Biosintesis de
proteinas en membranas. Biogénesis del aparato traduccional (biosintesis y ensamblado de los ribosomas,
el ciclo de los tRNA, topogénesis). Patologias traduccionales. Antibidticos que acttian sobre la traduccion.
Regulacién de la traduccién en procariotas. Elementos reguladores que actdan en cis y en trans.
Regulacion de la traduccién en eucariotas. Procesos de control, homeostasis y adaptacion celular.
Moléculas, acciones y mecanismos implicados en los procesos regulatorios. Mecanismos de regulacion
generales y especificos.

Plegamiento de proteinas. (1.5 horas)

Plegamiento de las proteinas: de la biologia bésica a la patologia y la biotecnologia. Métodos de estudio.
Aspectos fisico-quimicos. Moléculas que asisten al plegamiento de las proteinas in vivo. Plegamiento
post-traduccional y co-traduccional. Destino de las proteinas defectuosas. Degradacion de las proteinas.
Proteostasis. El sistema ubiquitina-proteasome. Control de calidad de la sintesis de proteinas en el reticulo
endoplasmico. La respuesta celular a la presencia de proteinas mal plegadas (UPR, unfolded protein
response).

Transduccién de sefiales (3 horas).

Generalidades sobre los mecanismos de comunicacién celular. Formas de comunicacion celular: tipos de
seflales, clases de receptores, vias de sefalizacion. Interruptores moleculares. Dominios de interaccion.
Complejos de sefalizacion. Principios de regulacion de las vias. Ejemplos de vias de transduccion de la
sefial. Canales i6nicos controlados por ligando. Receptores de superficie acoplados a proteina G,
segundos mensajeros, eventos de fosforilacién. Receptores con actividad tirosin-quinasa, proteina Ras,
modulo de MAP quinasas, PI- 3 quinasa. Receptores asociados a tirosin-quinasas citosolicas, via JAK-
STAT. Receptores con actividad serina/treonina quinasa, proteinas Smad.

Bases moleculares del desarrollo (3 horas).

Introduccion a la biologia del desarrollo. Métodos para el estudio de la biologia del desarrollo a nivel
molecular. Mecanismos de comunicacion entre células en el desarrollo, especificacion y diferenciacion
celular (bases moleculares y genéticas). Conceptos y ejemplos de morfégenos. Morfogénesis. Genética y
biologia molecular del desarrollo en Drosophila en detalle como modelo. Comparaciones evolutivas de



los mecanismos conservados y particulares del desarrollo en animales.

Temas de actualidad (3 horas).

Temario de prdctico

Modulo 1: Amplificacién de un ADN genémico por PCR
- Disefio de cebadores

- Preparacion de ADN

- Cuantificacién de Acidos Nucleicos

- PCR (reaccion en cadena de la polimerasa)

- Electroforesis en agarosa de Acidos Nucleicos

Modulo 2: Clonacién y Seleccion de moléculas recombinantes
- Clonado

- Transformacién de células

- Vectores de clonado

- Minipreparacion de plasmidos

- Enzimas de restriccion

- Geles de acrilamida

Moédulo 3: Analisis de expresion por PCR en tiempo real
- Sintesis de ADNCc a partir de ARNm

- Calculos de eficiencia de los cebadores

- Utilizacion de genes de referencia

- Curvas de eficiencia y analisis de expresion de genes

Modulo 4: Bioinformatica

- Visualizacion de secuencias de acidos nucleicos
- Alineamientos de secuencias de acidos nucleicos
- Analisis

Temario de seminario

Discusion de técnicas de uso comtn en Biologia, basdndose en la discusién de articulos cientificos. Las
técnicas discutidas incluyen:

-Técnicas generales para el andlisis y deteccién de acidos nucleicos y proteinas.
- PCR (RT-PCR, real time PCR, otras variaciones)

- Clonado (vectores, vectores de expresion, transformacion).

- Expresion y purificacion de proteinas.

- Southern blot

- Northern blot

- Western blot

- Localizacion a nivel celular y subcelular de la expresion génica
- Hibridacion in situ

- Inmunohisto/citoquimica

- Reporteros fluorescentes (ej. GFP)

- Aproximaciones "émicas"

- RNAseq (secuenciacion masiva de ARN)

- Microarreglos

- Elecroforésis 2D de proteinas

- Espetrometria de masas

- Interacciones acidos nucleicos-proteina, proteina-proteina

- Ensayos de retardo en gel (EMSA).

- Crosslinking

- Ensayos de footprinting (por proteccion o por interferencia).



Carga horaria total: 96.5 hs

Carga horaria detallada:

a) Horas aula de clases teoricas: 40.5

b) Horas aulas de clases practicas: 56

¢) Horas sugeridas de estudio domiciliario durante el periodo de clase:

Sistema de ganancia de la unidad curricular

Tiene examen final: Si

Se exonera: No

Nota de exoneracion (del 3 al 12):

a) Caracteristicas de las evaluaciones:

El curso tiene las siguientes instancias de evaluacién:

- Actuacién en Seminarios y Laboratorio

Presentacion oral de articulo en clases de Seminario (10 puntos)

Informes escritos de practico, realizados al finalizar cada médulo (20 puntos en total).

- Dos parciales (50 puntos cada uno) con preguntas de multiple opcion y de preguntas escritas de

desarrollo, incluyendo temas de teorico, practico y seminario.

El examen final es en general escrito, constando de preguntas teéricas a desarrollar (2 de 3
planteadas) y ejercicios de resolucién de problemas practicos.

b) Porcentaje de asistencia requerido para aprobar la unidad curricular: 75
¢) Puntaje minimo individual de cada evaluacion y total: 50

d) Modo de devolucion o correccion de pruebas: [.as pruebas corregidas son entregadas a los
estudiantes y se establece una instancia de correccién ya sea colectiva o individual de los errores.
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- Cromatografias de afinidad
- Co-inmunoprecipitaciones

- Pull-down R

- Dobles hibridos de levadura. s de /g :

- Genética directa y reversa (en organismos y en cultivos celulares): 7 /‘;:f;*(“/)// ‘ \\_f:ff,f_., '
- Mutagénesis generalizada y "screening" fenotipico f & / S \% \
- Mutagénesis dirigida (knock-outs, mutaciones puntuales, CRISPR) | £ ) 8 ]
- Sobre-expresion de genes e introduccién de genes (knock- in) genes & \ S hsl
reporteros \'fy}g\\w/,—iﬁ i
- Knock-down por interferencia de ARN (RNAI). \27:?1) IE q.‘?;‘,;;/
Bibliografia

a) Bdsica:

Recomendado para el temario de teérico
- Biologia molecular del gen, 5ta edicion. Watson, Baker, Bell, Gann, Levine, Losick. Editorial
Panamericana (hay ediciones mas recientes en inglés). Disponible en Biblioteca.

Recomendado para el temario de practico

- Biologia Molecular e Ingenieria genética. Luque y Herrdez. Elsevier. Disponible en Biblioteca.

b) Complementaria:

- Biologia Molecular de la Célula, 5ta edicién. Alberts, Jonson, Lewis, Raff, Roberts, Walter. Ed. Omega

(hay ediciones mas recientes en inglés). Disponible en Biblioteca.

- Molecular Cell Biology, 5th edition. Lodish y Berk. Ed. Freeman. Disponible online en el sitio de NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books).

La bibliografia complementaria incluye articulos cientificos y revisiones recientes de los temas, que son

actualizadas en el EVA del curso.

Modalidad cursada: Presencial. Los tedricos también se encuentran disponibles en EVA

Metodologia de ensefnanza:
Tedricos: clases magistrales

Seminarios: presentacion y discusion de articulos por parte de los estudiantes

Practicos: resolucion de un problema planteado a lo largo del semestre, utilizando de manera guiada

diferentes técnicas de Biologia molecular



