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CURSO DE POSTGRADO O SEMINARIO
ANO: 2013 i
1} NOMBRE DEL CURSO/SEMINARIO: Bioquimica Avanzada - Regulacién
Metabdlica.

|
2) NOMRBRE Y APELLIDO DE LOS RESPONSABLES: Dr. Omar A. Cos¢. Dra. Mirtha 1
M. Flawia, Dra. Rita M. Ulloa. |
|

|

|

3) DOCENTES QUE COLABORAN EN EL DICTADO DEL CURSO: Dr. Gaillermo D.
Alonso, Dr. Daniel J. Calvo, Dra. Anabella Srebrow.

4) FECHA DE INICIACION: 19 de marzo de 2013.
FECHA DE FINALIZACION: 11 de julio de 2013.

5) CANTIDAD DE HORAS TOTALES DE DICTADO: 180.
a) TEORICAS v PROBLEMAS: 9.
b) SEMINARIOS:
¢) PROBLEMAS:
d) LABORATORIO: 50 (posteriores a las teéricas). \

6) FORMA DE EVALUACION: Examen escrito.

7 LUGAR DE DICTADQO: Aula Cardini, Dpto. de Quimica Biolégica.

‘ 8) PUNTAJE QUE OTORGA PARA EL. DOCTORADO: 5 puntos.

9) N BE ALUMNOS: 32
10) ARANCEL PROPUESTO: 20 médulos.

11) PROGRAMA ANALITICO Y BIBLIOGRAFIA DEL CURSO:

PROGRAMA TEORICO
1 - Membranas biolégicas. Estructura. Fosfolipidos. Modelos de membranas.

2 - Receptores. Cinética de la interaccion ligando-receptor. Receptores de membranas y accion
hormonal. Relacion entre binding y actividad biologica. Ensayos de binding a células y
membranas. Cinética de interaccion hormona-receptor. Analisis del steady state. Identificacion.
Cooperatividad negativa versus heterogeneidad. Plot de Scatchard. Estructura primaria,
secundaria, terciaria y cuaternaria. Disociacion. Monémeros y polimeros. Purificacion. Distintos
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tipos de resinas. Filtracion por geles. Intercambio i6nico. Ultracentrifugacion. Solubilizacionde Q\ ‘
receptores. Purificacién. Pardmetros moleculares € hidrodinamicos. Cromatografia de afinidadi ",
Secuenciacion de péptidos. N

3 - Receptor de insulina. Generalidades. Ensayo y localizacién. Modificaciones enzimaticas.
Cromatografia de afinidad. Purificacion del receptor. Subunidades. Endocitosis. Funcién de los
distintos polipéptidos. Proteinas quinasas de tirosina. Mecanismos de autofosforilaciéon del
receptor. Relacion con los oncogenes y la transformacion celular. Clonado molecular del
receptor. Andlisis de los diferentes dominios de la secuencia. Homologia con factores de
crecimiento. Accion de insulina en la transduccion de sefales. Sustratos del receptor de insulina:
IRS, She, PI3K, SH-PTP2, PKB, GSK3, etc. Receptores de PDGF, EGF, NGF interleukinas. IRS
en Drosophila: CHICO. El papel de el IRS la PI3K y la PKB en la regulacion del glucogeno.
Quinasas multiples y sitios multiples de fosforilacion. PDK1 como integradora.

Receptor del glucagén. Caracterizacion. Solubilizacién. Purificacion. Secuenciacion.

4 - Receptores o y B adrenérgicos. Farmacologia. Agonistas y antagonistas. Activacién de la
Gs de adenilil ciclasa. Interaccién receptor-enzima. Purificacion. Topografia. Zonas
transmembranas. Localizacion de los sitios de binding. Glicosilacién. Fosforilacion. Coupling
con la adenilil ciclasa. Homologia con receptores de rodopsina y muscarinicos. Clonado.
Receptores hibridos.

Mecanismos de activacion de las catecolaminas. Induccién del ligando. Seleccion
conformacional. Unién secuencial y estabilizacion conformacional.

5 . Receptores de narcéticos. Enkefalinas. Endorfinas. Tipos de receptores. Estructura.
Segundos mensajeros. Inhibicion de 1a adenilil ciclasa. Mecanismos de analgesia. Relacién con
hormonas hipofisiarias.

6 - Regnlacion de la accion hormonal. Nucleotidos ciclicos. Adenilil ciclasa. Localizacion.
Caracteristicas termodindminas de la reaccion. Accién de los nucledtidos sobre la actividad
enzimatica. Efecto del GTP. GTP analogos, toxinas y hormonas. Parametros hidrodinadmicos y
moleculares.

Isoformas de adenilil ciclasa. Clonado, secuenciacién, homologias. Genes quiméricos.
Dominios cataliticos y regulatorios. Filogenia. Interaccion con las proteinas G. Activadores €
inhibidores. Estructura molecular de la enzima. Proteinas truncadas. Regiones C1 y C2.
Estructura de sitio activo. Estructura sandwich of, BB, ap. Mecanismos de accion de la
forskolina. Unién molecular de la forskolina a los aminoécidos de sitio activo. Dominios
regulatorios con proteina G. Dominios regulatorios y cataliticos. Cinética de la produccién de
cAMP. Clasificacién topolégica y funcional. Fosfodiesterasas. Tipos. Estructura y funciones de
10s diferentes dominios. Inhibidores y activadores. Localizacion intracelular.

7 - Toxina del colera. Receptores. GM1. Estructura de la toxina. Binding de las subunidades.
Activacion de la adenilil ciclasa. Modelo del receptor mé6vil. Toxina pertussis. Estructura. Modo
de accion. Interaccion con subunidades inhibitorias. Toxina anthraci. Receptor. Internalizacion.
formacion de poro y translocacion.
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para caracterizar una proteina G. Funciones reguladas por G. Estructuras moleculares. 5
| [nteracciones ligando-proteina G. Receptores proteina G. Proteinas G y efectores. 'roteinas G‘fy‘w
| membranas. Modificaciones covalentes. ADP ribosilacién. Actividad de GTPasa. Diferentes

tipos de G (Gs, Gi, Go, Gp, etc.). Clonado molecular; zonas de homologia de secuencias. Fusion

de membranas. Reconstitucion de sistemas. Liposomas. Proteinas G quiméricas. Interacciones

con receptores, efectores y subunidades. Estructura de las subunidades By. Modelo propulsor W-

D. “Tourn-on” y “tourn-off” del sistema. Mecanismos moleculares de liberacién de la ADP e

hidrolisis de la ATP.

Y

9 - Regulacién del mecanismo de la visién. Sensibilidad de los fotorreceptores. Receptor de
rodopsina. Mecanismo de activacion de los fotorreceptores. Transducina. Fosfodiesierasa y
guanilato ciclasa. Interaccion entre las distintas subunidades. Adaptacién y el Ca*" como
regulador negativo. Retinitis pigmentosa. Mutante rd. Proteinas quinasa de rocopsina.
Mecanismos de desensibilizacion.

lipidos-proteinas. Clonado. Zonas transmembranas. Fosforilacion. Glicosilacién. Union al
ligando. Cooperatividad entre los sitios. Formacién del canal iénico. Interaccion con la proteina

Gi, etc.
Proteina G y canales iénicos. Apertura y cierre de canal K+ y canal Cat+. Patch clamps.

Canales TRP

“ 10 - Receptores de canales. Muscarinicos y nicotinicos. Estructura y Jocalizacion. Interaccion
|
|

11 - Genes ras. Proteinas target. P21. GTPasa. Localizacion. Binding de GTP. Expresion de los
genes ras en Escherichia coli. Mutantes. Relaciones con la adenilil ciclasa, crecimiento celular y
fuentes de carbono. Clonado y secuenciacién. Genes ras humanos. Proteinas small G. EPAC.
Funciones en la internalizacién de receptores. Sistema ras/MAPK-GRb2-SOS-sistema ras/GAP-
via metabolica CSW. Factores de transcripcion jun y fos (AP1)-Ink. AMP y activacion del
CREB. Mecanismo JAK-STAT.

12 - Regulacion de los niveles de AMP ciclico. Proteinas quinasas. Tipos de quinasas.
Localizacién. Estructura. Separacion. Titulacion de las subunidades. Quinasas dependientes €
independientes de AMP ciclico. PKA y regulacion de la transcripcion. PKA y ERK. Funciones
de cAMP independientes de PKA. AKAPs. Fosfatasas de proteinas. Tipos.

13 - Regulacién de las sedales extracelulares. Calcio. Localizaciones del nuevo segundo
mensajero. Diferencias con Mg2+. Deteccion de la concentracion citosélica de calcio.
Mecanismos asociados a Ca™ y calmodulina. Calmodulina. Estructura y funcion. Activacion de
enzimas. Regulacion de la concentracién intracelular de Ca*?. Receptores de IP3. Hormonas que
lo movilizan. Inhibidores del sistema. Ciclo de los inositoles fosfato. Fosfolipasa C: tipos ¥
funcion. Receptor de Ryanodina.

Proteina quinasa C. Rol como sefial de superficie. Actividad promotora de tumores.
Diacilgliceron. Respuesta celular. Esteres de forbol. MAP quinasas. Relaciéon con otros
moduladores de la transduccion de senales.

Proteinas quinasas que fosforilan tirosina. Familia de RPK. Sustrato. Interrelacién del
sistema quinasas de serina, tirosina y treonina. Fosfotirosina fosfatasas.

¥ 8 - Proteinas G. Subunidades estimulatorias e inhibidoras (Gs-Gi). Subunidades. Clifériosg(f . f:




PROGRAMA PRACTICO

Purificacién parcial de la quinasa de proteinas dependiente de AMPc (PKA) de corazon
bovino.

Caracterizaciéon bioquimica de la PKA (dependencia de AMPc, binding a AMPc,
especificidad de sustratos y autofosforilacion de la subunidad regulatoria).

Caracterizacién inmunoldgica utilizando anticuerpos especificos contra la subunidad
catalitica (ensayos de Western Blot).

Purificacién parcial de la fosfodiesterasa de AMPc (PDE) de corazén bovino.
Caracterizacion bioquimica de la PDE (dependencia de calcio-calmodulina y Km de AMPc).
Purificacion parcial de la calmodulina de corazon bovino y determinacion de su actividad.
Extraccién de membranas de segmentos eXternos de bastones (ROS).

Purificacién parcial de transducina.

Ensayo de binding de GTP-y-[355].

Obtencion de la constante de afinidad (KA) de la transducina por el GTP utilizando el
método de Scatchard.

Ensayo de ADP ribosilacién catalizada por toxinas.

Medicion de actividad de adenilato ciclasa. Activacion por hormonas, forskolina,
nucleotidos, etc. :
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Press. 1998.
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Oxford University Press. 1998.
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Iyengar. Cell 103, 193-200. 2000.
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«Receptors for dopamine and somatostatin: formation Of hetero-0ligomers with enhaced
functional activity” - M. Rockeville, D. Lange, Kumar, S. Patel, R. Patel, Y- Patel. Science

788, p. 154 2000.

«The versatility and universality of calcium signalling’™- M. Berridge, p. Lipp and M.

Bootman. Nature reviews 1, P- 11.2000.

«yjsual transduction in Drosophila” R. Hardie & P. Raghu. Nature 413, p- 186- 2001.
«Molecular basts of mechanosensory transduction”. P. Gillespie & R. Walker. Nature 413, P-
194.2001.
_ “Molecular mechanisms of pociception” D. Julius & A- Basbaum. Nature 413, p- 203 2001
. «“How the olfactory system™ makes sense of scents”- Nature 413- 2001.
. “Receptors and transduction in taste”. B Lindemann. Nature 413, P 219.2001.
. A novel calcium—stimuiated adenylyl cyclase from Trypanosoma cruzi, which interacts with
the structural flagellar protein par agellar » D’ Angelo, M., Montagna, A. Sanguineti,
., Torres, HN.Yy Fiawie'x,M.M.l Biol. Chem. 271, 35025-35034- 2002.

_ «ANKTMI, 2 -like channel expressed in nociceptive neurons, 15 activated by col
temperamres”. Story, G M., Peter, M., Reeve, 3., Eid, Mosbacher, 7., Hricik, g
Earley, T ,Hergarden, -, Andersson,D. Cell 12, 219-829. 2003.

«Adenylyl cyclase localization regulates streaming during che otaxis”- bel, P.W., BarT,
v .A., Parent, C.A. Cell 112, 549- 60.2003.
«Biochemistry of signal transduction and regulation” auss, G- wiley Ed. 2008
. “Signal transduction and human disease”. Toren- Fenkel Ed. 2004
sCell signalling”. Hancock, J- Oxford. 2005.
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Universidad de Buenos Aires
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Referencia Expte. N© 486.125/2006

Buenos Aires, 7 { ¥AY 2013
VISTO: J

la nota presentada por la Dra. Adali Pecci Directora del Departamento de Quimica
Bioldgica, mediante la cual eleva, la informacion y el programa del curso de posgrado
BIOQUIMICA AVANZADA — REGULACION METABOLICA que sera dictado durante el primer
cuatrimestre de 2013 (19/03/2013 al 11/07/2013), por el Dr. Omar Coso, la Dra. Mirtha Flawia y
la Dra. Rita M. Ulloa con la colaboracién del Dr Guillermo D. Alonso, el Dr. Daniel J. Calvo y la
Dra. Anabella Srebrow

CONSIDERANDO:
lo actuado por la Comisién de Doctorado de la FCEN el 16/04/2013,
lo actuado por la Comisién de Ensefianza, Programas, Planes de Estudio y Posgrado,
lo actuado por este cuerpo en Sesion Ordinaria realizada en el dia de la fecha,
en uso de las atribuciones que le confiere el Articulo N© 113° del Estatuto Universitario,
EL CONSEJO DIRECTIVO DE LA FACULTAD DE
CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES
RESUELVE:

Articulo 1°: Autorizar el Dictado del Curso de Posgrado BIOQUIMICA AVANZADA -
REGULACION METABOLICA de 180 hs. de duracién.

Articulo 2°: Aprobar el programa del curso de posgrado BIOQUIMICA AVANZADA -
REGULACION METABOLICA obrante a fs 97 -101 del expediente de la referencia.

Articulo 3°: Ratificar un puntaje méaximo de cinco (5) puntos para la Carrera del Doctorado.

Articulo 4°: Aprobar un Arancel de 20 Mddulos. Disponer que los fondos recaudados por el
dirtado del Curso deberan ser utilizados segun lo dispuesto en la Resolucion 072/2003.

Articule 5°: Comunlquese al Director del Departamento de Quimica Bioldgica, a la Biblioteca de
. -r ; ’ _‘,.'_ i P""l“'i o A, o i Al mEecrning 1i (!"} ,_-q 07 - e

Q€ Foni(Til (83 ” €1 G an

Cumplido, afchwese.
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SP med 24/04/2013
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