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TP N° 1 - CLASIFICACION DE TEJIDOS - METODOS DE ESTUDIO EN BIOLOGIA
CELULAR

CLASIFICACION Y DEFINICION DE TEJIDOS. Coloraciones. Técnicas histologicas. CELULA-
Generalidades- Algunos métodos de estudio en Biologia Celular: Microscopia dptica: microscopio de
campo oscuro, contraste de fase, interferencia, luz polarizada y fluorescencia. Microscopia electronica de
transmision y de barrido. Preparacion de tejidos para microscopia Optica y electronica. Inmuno-
histoquimica.

OBJETIVOS
Al finalizar el trabajo practico, el alumno sera capaz de:
Identificar las partes del microscopio y explicar su funcion.
Conocer escalas y limites de resolucion en microscopia.
Calcular el aumento que proporciona el microscopio optico.
Explicar los fundamentos y procedimientos de la técnica histologica de rutina.
Conocer los fundamentos y aplicaciones de las principales técnicas y microscopios usados en
biologia.
Definir y explicar las caracteristicas de los tejidos principales y las principales diferencias entre los
mismos.
Analizar criticamente la literatura cientifica.

PARTE A: MICROSCOPIA

1.  Enrelacion con la figura 1:

a. Explique las escalas.
b. Consulte la bibliografia: ;cual es el limite de resolucion del ojo humano? Compare la
informacion obtenida con la figura, ;qué estructuras pueden discriminarse a ojo desnudo?

FIGURA 1 (http://www.biologia.arizona.edu/cell/tutor/cells/cells2.html):

Tamaiios relativos de las células y sus componentes
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FIGURA 2

Comience a utilizar los preparados histologicos para completar los puntos del trabajo practico,
sea cuidadoso con los preparados, evite que se rompan, ya que los debera utilizar durante el
resto del afio.

2. Enrelacién con la informacion provista por las Figuras 1y 2

a. Indique de qué tamafio veria una célula (al azar) que distingue en el preparado que esta enfocando,
usando cada uno de los objetivos, con la ayuda de los Jefes de Trabajos Practicos.
b. (Qué estructuras celulares y subcelulares podrian discriminarse con ayuda del microscopio optico?

CUADRO 1. El aumento total es el producto de los dos lentes usados. El lente ocular magnifica 10X. El
lente objetivo con marca amarilla magnifica 10X; el lente objetivo con marca azul magnifica 40X y el
lente objetivo con marca blanca magnifica 100X.

10

Lente ocular X Lente objetivo Aumento total
10X X 10X (amarillo) | = 100X

10X X 40X (azul) = 400X

10X X 100X (blanco) | = 1000X




3. El cuadro 2 resume los distintos tipos de microscopios y técnicas de microscopia que figuran en la
bibliografia. Fundamente cada una de las etapas de la técnica histologica que figuran en él. Explique la
diferencia entre los tipos de microscopio que se detallan.

CUADRO 2 (tomado de Campos Muiioz, A. “Objetivos conceptuales y metodologicos de la investigacion
histologica™)

Organismo

Material de estudio
1
Fijacién
1
Fijado
1
Inclusién

!

Corte +———

Cultivado

Tincién —
metalizacién
|
» Montaje «
il
+Observacion

Microscopios dpticos Microscopios Microscopios
electrdnicos de resolucién atémica

4. Describa la técnica histologica de rutina (hematoxilina-cosina) desde la toma de la muestra hasta el
montaje.

5. (En qué consiste la coloracion? Enumere los pasos implicados en la coloracion de rutina de muestras
fijadas en formalina y explique el objetivo de cada uno.

6. Explique los conceptos de: acidofilia y basofilia. Indique las caracteristicas tintoriales de las
estructuras y subestructuras que observo en los preparados.

7. Defina metacromasia.

8. Indique la utilidad de la tincién con PAS. Fundamente.

9. Explique los fundamentos de las técnicas inmunohistoquimicas. ;Cuales son sus aplicaciones?

10. Trabajando en grupo, reconozca en el microscopio sus componentes y explique su funcion:

Sistema de soporte: pie, vastago, tubo y platina

Sistema de lentes (magnificacion): tubo, objetivos y pieza ocular

Sistema de iluminacion: fuente de luz, condensador, diafragma, filtros.

Sistema de ajustes: macrométrico y micrométrico.

o o
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8.
9.
10.

11.
12.

PARTE B:

Lea y discuta para el proximo TP, el articulo “Procesamientos histoloégicos convencional y en
microondas...”, Estay Freire, A.; Parra Lara, R. y Benitez Caceres, H., Int. J. Morphol.,26(2):317-324,

2008.

PARTE C:

Elabore un cuadro de niveles de organizacion de la materia.

Consulte la bibliografia y defina tejidos, indicando sus principales caracteristicas.

Elabore un cuadro comparativo con los cuatro tejidos basicos del ser humano: tejido epitelial, tejido
muscular, tejido conectivo y tejido nervioso.

Discuta y elabore en grupo la definicion de célula y su relacion contextual con los tejidos.

(Qué caracteristicas son propias de la materia viva? ;Qué alcance tiene la definicion de célula
propuesta por su grupo en este contexto?

BIBLIOGRAFIA
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Alberts, Bray, Hopkins y col. “Introduccion a la Biologia Celular”, 2° edicion, 2006. Editorial Médica
Panamericana.

Alberts, Bruce, Watson y col. “Molecular Biology of the cell”, 2° edicion, 1989. Editorial Garland
Publishing.
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TP N° 2 - TEJIDO EPITELIAL

TEJIDO EPITELIAL. Caracteristicas generales de los epitelios. Histogénesis. Clasificacion de los
epitelios. Epitelios de revestimiento: tipos. Sistema tegumentario. Piel fina y gruesa. Epitelios
glandulares: clasificacion. Glandulas de secrecion externa. Clasificacion segun su estructura, tipos de
secrecion y formas de secretar. Glandulas anexas a la piel. Pelo. Una. Histofisiologia de los epitelios.
Renovacion celular.

OBJETIVOS
Al finalizar el trabajo practico, el alumno sera capaz de:
Reconocer y describir las caracteristicas estructurales y funcionales del tejido epitelial.
Identificar los diferentes tipos de epitelio en preparaciones histoldgicas.
Explicar los criterios de clasificacion de los epitelios y glandulas exdcrinas.
Distinguir tipos de glandulas segin su organizacion y funcion.
Clasificar las glandulas de acuerdo a diferentes criterios, dando ejemplos.
Identificar los diferentes tipos de glandulas exocrinas en preparaciones histologicas.

1. Explique las caracteristicas estructurales y funcionales del tejido epitelial y sus diferencias con los
otros tejidos basicos del organismo.

2. Explicite los distintos criterios de clasificacion del tejido epitelial.

3. Describa la clasificacion de los epitelios. En la figura que se adjunta (figura 1). Elaborar un cuadro
indicando para cada tipo de epitelio: ubicacion, nimero de capas y forma de las células, polaridad,
complejos de union, funciones, ejemplos.

Utilice los preparados histolégicos para completar los puntos del trabajo practico, sea cuidadoso
con los preparados, evite que se rompan, ya que los debera utilizar durante el resto del afio

4. Elabore un dibujo o esquema de cada uno de los preparados de epitelio que observd en el
microscopio. Indique las caracteristicas que pueda reconocer en €l.

5. Indique como se clasifican los epitelios glandulares en general.

6. Clasifique las glandulas exocrinas segun:

a. Mecanismo de secrecion celular y naturaleza de la sustancia secretada.
b.  Estructura, morfologia, nimero de células que la componen.
c. Funcion.

Consulte la bibliografia e indique ejemplos para cada caso.

7. Dibuje distintos tipos de acinos glandulares. Observe glandulas exocrinas en el microscopio.
Dibujelas y describalas segun los criterios de clasificacion de glandulas que establecido en el punto
anterior.

8. Mencione el origen embrioldgico de los epitelios.

13



FIGURA 1. Tipos de epitelios.

Simple squamous

Copyright € 203 Lippincott Williams & Wilkins, Instructor's Resource CT-ROM 0 Accompany Porih's Pathopdvsiodagy: Cancepty of Altered Healih Siaies, Seventh Edition

9. (Como aplica sus conocimientos sobre epitelios de revestimiento y glandulares, en el preparado de
piel? (Cual es la diferencia con un epitelio de mucosa?

10. ;Qué ventajas y desventajas tiene el uso del horno de microondas en el procesamiento histologico de
tejidos de acuerdo al articulo que ha leido?

BIBLIOGRAFIA

. Eynard, A., Rovasio, R., Valentich, M. "Histologia y Embriologia del Ser Humano. Bases Celulares y

Moleculares". 4° edicion. 2008. Editorial Médica Panamericana.

Fawcett, D. “Tratado de Histologia”, 12° edicion, 1995. Editorial Interamericana McGraw-Hill.

Gartner LP, Hiatt JL, “Texto y atlas de Histologia”, 3* edicion, 2003. Editorial Médica Panamericana.

Geneser, F. “Histologia”, 3* edicion, 2000. Ed. Panamericana, Buenos Aires.

Junqueira L, Carneiro J. “Histologia Basica”. Texto y Atlas, 5* edicion, 2000. Ed. Masson.

Lodish, Berk, Matsudaira y col. “Biologia Celular y Molecular”, 5° edicion, 2005. Editorial Médica

Panamericana.

. Ross, M., Kaye, G., Pawlina, W. “Histologia, Texto y Atlas color con Biologia Celular y Molecular” 4°
edicion, 2004. Editorial Médica Panamericana.
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TP N° 3 - TEJIDO EPITELIAL. UNIONES INTERCELULARES

TEJIDO EPITELIAL. Sistemas de union. Sintesis de proteinas del citoesqueleto epitelial. UNIONES
INTERCELULARES. Uniones estrechas, adherentes, desmosomas, uniones en hendidura.
Ultraestructura. Adhesion intercelular. Especializaciones de membrana, membranas basales, nutricion de
los epitelios.

OBJETIVOS

Al finalizar el trabajo practico, el alumno sera capaz de:
Explicar la organizacion y funciones de los complejos de union célula-célula y célula-matriz.
Describir la composicion de la lamina basal.
Explicar la importancia de los complejos de unién en la arquitectura celular y tisular.
Describir los fenomenos de reconocimiento y adhesion celular y conocer las moléculas que los
median.
Integrar sus conocimientos sobre células epiteliales con los de biologia molecular (ADN, ARN,
transcripcion, traduccion, sintesis proteica), aplicadas a proteinas de células epiteliales.

1. Los complejos de unién son especialmente abundantes en tejidos epiteliales. La superficie apical de
los epitelios esta expuesta al ambiente (por ejemplo, en la piel) o al lumen de los 6rganos que revisten,
mientras que la superficie basal se apoya sobre la lamina basal (o membrana basal para algunos autores)
en contacto con la matriz extracelular (MEC). En el centro de todas las uniones celulares existen proteinas
transmembrana especificas o receptores de adhesion que interactiian con proteinas similares en células
adyacentes o con componentes de la MEC a través de su dominio extracelular. El dominio citoplasmatico,
a su vez, estd unido al citoesqueleto por un grupo diverso de proteinas adaptadoras. (Fuente: Jefferson, J.;
Leung, C.; Liem, R. (2004) “Plakins: Goliaths that link cell junctions and the cytoskeleton” Nature Rev
Mol Cell Biol 5, 542-533.)

a) Enel esquema 1, indique los distintos complejos de unién intercelular.
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ESQUEMA 1: COMPLEJOS DE UNION CELULAR (tomado de: Jefferson, J.; Leung, C.; Liem, R. , 2004)
Apical surface

Adherens junction
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2. Lea en la bibliografia la organizacion ultraestructural de los diferentes complejos de union célula-
célula de los epitelios. En el esquema 2, resuma las principales caracteristicas moleculares y funcionales
de cada uno.

ESQUEMA 2: UNIONES INTERCELULARES (Tomado de: Alberts, Bray, Hopkin y col., 2006)

Gap junclion Adherens junction Tight junctian Desmosome

Actin filaments

Cacheripn Prolein complex

ANMEXON

3. Explique qué son las citoqueratinas. ;Como es su expresion en los epitelios y dentro de éstos?

4. Describa la composicion y funcion de la lamina basal.

5. Describa los complejos de union célula-matriz extracelular.

6. Las moléculas de adhesion celular median, entre otras cosas, el reconocimiento celular. La

interaccion entre moléculas de adhesion celular (CAMs, sigla en inglés) puede ser considerada como la
union de un ligando a su receptor. Este es un concepto importante ya que generalmente la union de dos
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células establece eventos intracelulares (transduccion de sefales) en las células adherentes. Existen
principalmente dos modos de interaccion entre CAMs: homofilicas y heterofilicas.

ESQUEMA 3: MOLECULAS DE ADHESION CELULAR
(http://bioweb.wku.edu/courses/Biol566/L21AdhesionSigTransdctn.html)
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7. En la epidermis como ejemplo del tejido epitelial, considere al queratinocito en las siguientes
dimensiones, para el proximo practico:
- Uniones intercelulares con células vecinas (desmosomas)
- Relacion de proteinas del citoesqueleto con uniones intercelulares
- Sintesis de queratina, teniendo en cuenta los siguientes conceptos aplicados al caso de esta proteina:
Genes homologos, Splicing alternativo del ARN, trascripcion, traduccion, sintesis proteica, tipos de
queratina. Regulacion y control de la expresion genética. Mecanismos genéticos moleculares que
crean tipos celulares especificos, diferenciacion terminal, especializacion celular, comunicacion
intercelular.
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TP N° 4 - COMO LAS CELULAS LEEN EL GENOMA: DESDE EL ADN A LAS
PROTEINAS

NUCLEO. Envoltura nuclear. Lamina nuclear, proteinas que la integran, rol en el ciclo celular. Complejo
del poro, ultraestructura, componentes. Intercambio nucleo-citoplasmatico. Cromatina: heterocromatina y
eucromatina. Niveles de organizacion de la cromatina. Nucledlo. ESTRUCTURA Y CONFORMACION
DEL ADN. Dogma central de la biologia celular. Tipos de ADN, estructura, funcion y sintesis del ADN.
Enzimas que participan. Transposones. Concepto de gen. Genes y proteinas. Codigo genético. Actividad
de la telomerasa y envejecimiento.

OBJETIVOS
Al finalizar el trabajo practico, el alumno sera capaz de:
Describir la composicion y estructura de la envoltura nuclear, y explicar sus funciones.
Describir la composicion quimica del ADN y la cromatina.
Explicar las variaciones estructurales y funcionales de la cromatina.
Explicar los procesos relativos a la sintesis de ADN.
Comparar los alcances de las definiciones del gen.

1. La envoltura nuclear encierra el ADN y define el compartimiento nuclear. Esta formada por dos
membranas concéntricas. La membrana nuclear interna contiene proteinas especificas que actiian como
sitios de unidn de la ldmina nuclear que la sostiene y que contacta los cromosomas y los ARNs nucleares.
Esta membrana estd rodeada por la membrana nuclear externa, similar a la membrana del reticulo
endoplasmico (RE), con el que se contina. De hecho, la membrana nuclear externa puede ser
considerada como una region especializada de la membrana del RE. Al igual que la membrana del RE
rugoso, su superficie externa esta generalmente tachonada con ribosomas comprometidos en la sintesis de
proteinas. Las proteinas sintetizadas en esos ribosomas son transportadas al espacio entre las membranas
nucleares interna y externa (el espacio perinuclear), el cual a su vez es continuo con el lumen del RE. El
nucleo contiene muchas proteinas que ayudan a mediar sus funciones especificas. Esas proteinas, que
incluyen histonas, ADN y ARN polimerasas, reguladores génicos y proteinas procesadoras de ARN, son
importadas desde el citosol, donde son sintetizadas. Deben pasar a través de las membranas nucleares
externa e interna para llegar al interior del nucleo (el lumen nuclear). Este proceso de transporte es
selectivo: muchas proteinas sintetizadas en el citosol son excluidas del nucleo. (Alberts, Bruce, Watson y
col., 2007, “Molecular Biology of the cell”, 5° edicion, Editorial Garland Publishing)

Discuta con su grupo y conteste las siguientes cuestiones en relacion al parrafo del punto anterior.

a. (Por qué las células eucariotas presentan un nucleo? ;Cual es el sentido de una membrana
nuclear?

b. A partir de la Figura 1, explique la organizacién de la envoltura nuclear y del complejo
del poro.
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FIGURA 1: LA ENVOLTURA NUCLEAR. (Burke, B.; Ellenberg, J. (2002) “Remodeling the walls of the
nucleus” Nature Reviews Molecular Cell Biology 3, 487-497 )
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c. (Como se ejerce la selectividad del pasaje de moléculas a nivel del complejo del poro?
(Qué importancia tiene esta selectividad?

d. (Por qué la membrana nuclear externa y la membrana del RE son continuas, pero no
la misma membrana?

e. (Como se mantiene la integridad estructural del nucleo?

2. Un objetivo fundamental de los actuales estudios para entender la influencia potencial de la
arquitectura nuclear sobre las funciones nucleares, es identificar los principios que gobiernan la
organizacion espacial del genoma. Un ejemplo clasico de organizacion dentro del nucleo es la distincion
entre la eucromatina transcripcionalmente activa y la heterocromatina generalmente inactiva. También es
conocido que los cromosomas individuales ocupan diferentes posiciones dentro del nicleo, conocidas
como territorios cromosomales. Ademas, como resultado de los diferentes niveles de compactacion de la
cromatina, los diferentes segmentos de cromosomas adoptan una organizacion y topografia complejas
dentro de su territorio cromosomal. Asi, se ha demostrado que un principio conservado de organizacion
nuclear es la distribucion intranuclear polarizada de segmentos cromosémicos ricos y pobres en genes.
Las regiones ricas en genes tienden a estar orientadas hacia el interior nuclear, mientras que las regiones
pobres en genes tienden a orientarse hacia la periferia.

AUn cuando se hallan organizados en estos territorios en el nucleo interfasico, se ha demostrado que los
cromosomas son estructuras dindmicas que pueden ser re posicionadas con respecto a estructuras
nucleares y otras regiones cromosomales. También existe creciente evidencia de que el reposicionamiento
de regiones gendmicas en el espacio nuclear es importante para la regulacion de la expresion génica.
(Lanctét, C.; Cheutin, T.; Cremer, M.; Cavalli, G.; Cremer; T. (2007) "Dynamic genome architecture in
the nuclear space: regulation of gene expression in three dimensions". Nature Reviews Genetics vol. 8,
no. 2, pp. 104-115.)

f. (A qué se denomina cromatina?
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g. Revise en la bibliografia la constitucion de la cromatina, y los distintos niveles de
organizacion. Establezca diferencias estructurales y funcionales entre eucromatina y
heterocromatina ;Cual es la organizacion mas frecuente durante la interfase? ;Por qué?

h. ¢(Por qué los cromosomas se unen al armazon interno del nicleo? ;Como tiene este
fenomeno relacion con la expresion génica?
3. Distinga entre nucleo y nucleolo.
4. Explique qué son los NOR.
5. Las funciones adscritas al material genético son replicacion, expresion, almacenaje y mutacion. ;Qué
cree Ud. que significa cada uno de estos términos? Explique como el modelo de doble hélice de Watson y

Crick se ajusta a esas cuatro funciones.

6. Describa las caracteristicas del modelo de doble hélice de Watson y Crick. ;(Qué tipos de
interacciones estabilizan la doble hélice?

7. Elabore un texto que explique el proceso y los detalles que se representan en la figura.

FIGURA 2: PROTEINAS CENTRALES DEL TENEDOR REPLICATIVO. (Alberts, B. (2003) “DNA Replication
and Recombination” Nature 421, 431-435.)
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8. Explique por qué en la replicacion hay una hebra lider y una rezagada. Explique la energética de
la duplicacion del ADN.

9.  Elabore un cuadro que resuma los diferentes tipos de ADN Polimerasas, considere funcion,
actividad exonucleasa, pertenencia a células eucariotas o bacterias, etc.

10.  ;Qué significa que la replicacion es semiconservativa? ;Puede explicar el experimento que
permitié demostrar esta caracteristica de la replicacion?

11.  Los transposones son secuencias o elementos genéticos moviles que pueden moverse de un lado a

otro del genoma.
a. /Cuales son los mecanismos que permiten la transposicion?
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b. (Qué relacidn tienen con las secuencias repetitivas del genoma? Elabore un cuadro que resuma
los diferentes tipos de secuencias del genoma humano.
c. (Cual es su importancia?

12.  Consulte la bibliografia y transcriba un concepto de gen. Discuta en grupo y analice su alcance.
13.  ;Cuales son las dos principales funciones de los teldémeros en los cromosomas?
14.  Discuta con su grupo y elabore un texto que explique por qué sin la telomerasa se acortan los
extremos de los cromosomas.
EJERCICIOS

Si una molécula de una doble hélice de DNA tiene un contenido G + C del 56%, ;cuales son los
porcentajes de las cuatro bases (A, T, G y C) de esta molécula?

Discuta si la siguiente proposicion es verdadera o falsa: “Si una molécula de ADN contiene 45%
de guanina, debe contener 55% de timina”. Fundamente su respuesta.

Cuando la molécula de ADN es sometida a la accion del calor, las dos hebras se separan
(desnaturalizacion del ADN) y la temperatura a la cual la separacion ocurre es dependiente del
contenido de bases. Especificamente, al ADN con mayor proporcion de pares G-C se
desnaturaliza a mayor temperatura que las moléculas con contenido mas alto en A-T. Explique
por qué.

El Internacional Human Genome Sequencing Consortium publicé en el afio 2001 que el numero
de megabases secuenciadas en el cromosoma 1 es 212,2. Teniendo en cuenta que la distancia
entre dos nucle6tidos adyacentes es de 0,34 nm, ;cual es la longitud, en nimero de pares de bases
y en unidades métricas?

BIBLIOGRAFIA

22

Alberts, B. “DNA Replication and Recombination” 2003. Nature 421, 431-435.

Alberts, Bray, Hopkin y col. “Introduccion a la Biologia Celular”, 2° edicion, 2006. Editorial Médica
Panamericana.

Alberts, Johnson, Lewis, Raff, Roberts, Walter. “Molecular Biology of the cell” 5™ edition, 2007. Garland
Publishing.

Burke, B.; Ellenberg, J. “Remodeling the walls of the nucleus” 2002. Nature Reviews Molecular Cell
Biology 3, 487-497.

Brown, T. “Genomes” 3™ ed. 2006. Garland Science.

Cooper, G. “The Cell. A molecular approach” 2nd Ed., 2000. ASM Press/Sinauer Associates.

De Robertis, Hibb, Ponzio, “Biologia Celular y Molecular”, 2000. Editorial El Ateneo.

Eynard, A.; Rovasio, R., Valentich, M. "Histologia y Embriologia del Ser Humano. Bases Celulares y
Moleculares”. 4° ed. 2008. Editorial Médica Panamericana.

Lanctét, C.; Cheutin, T.; Cremer, M.; Cavalli, G.; Cremer; T. 2007. "Dynamic genome architecture in the
nuclear space: regulation of gene expression in three dimensions". Nature Reviews Genetics vol. 8, no. 2, pp.
104-115.

Lodish, Berk, Matsudaira y col. “Biologia Celular y Molecular”, 5° edicién, 2005. Editorial Médica
Panamericana.

Passarge, E. “Genética, Texto y altas”, 2° edicion, 2004. Editorial Médica Panamericana.

Watson, J.D.; Baker, T.A.; Bell, S.P.; Gann, A.; Levine, M. y Losick, R. “Biologia Molecular del Gen” 5°
ed. 2006. Editorial Médica Panamericana.



. . , . , A%
CATEDRA DE HISTOLOGIA, EMBRIOLOGIA, BIOLOGiA MOLECULAR Y GENETICA 3 s
~ [
ESCUELA DE MEDICINA 7 ctl d@ S
UNIVERSIDAD NACIONAL DEL COMAHUE 2 PN ¢
IR

TP N° 5 - TEJIDO CONECTIVO

TEJIDO CONECTIVO. Clasificacion. Funciones. Tejido conectivo laxo, denso, elastico y adiposo:
Células. Estructura, ultraestructura y funcién. SINTESIS PROTEICA del colageno y la matriz
extracelular. TRANSCRIPCION: ARN: tipos y estructura. Mecanismos de transcripcion. Proceso pos-
transcripcional. TRADUCCION. Regulacién y control de la expresion genética. Diferenciacion celular.
Mecanismos genéticos moleculares que crean tipos celulares especificos. Especializacion Celular.
Epigenética.

OBJETIVOS
Al finalizar el trabajo practico, el alumno sera capaz de:
Identificar y describir los componentes el tejido conectivo.
Reconocer los distintos tipos de tejido conectivo, sus caracteristicas y funciones.
Describir los mecanismos bioquimicos de la expresion génica en la sintesis del colageno.
Explicar los procesos que permiten la regulacion de la sintesis de proteinas en sus diversos niveles.

1. Defina y caracterice el tejido conectivo (TC). Explique su distribucion y funciones. Debajo de la
mayoria de los epitelios se dispone el tejido conectivo. ;/Cual es la funcion del tejido conectivo en el
mantenimiento del tejido epitelial?

2. Describa los tipos de TC e indique en qué criterio se basa esa clasificacion.

3. Los elementos constituyentes del tejido conectivo son: células, fibras y sustancia fundamental.
Describa cada uno.

4. ;Conoce alguna técnica histologica que ponga de manifiesto especificamente algiin componente del
TC? Explique su fundamento.

5. Elabore un dibujo o esquema de los preparados de tejido conectivo que observd al microscopio.
Describa las caracteristicas que pueda reconocer en ¢él. Indique cuales de esas caracteristicas, a su juicio,
le podrian permitir hacer un diagnostico inequivoco del tejido.

6. Existen aproximadamente unos 20 tipos diferentes de colageno en el cuerpo humano. La forma
predominante de colageno es el Tipo I; esta proteina fibrilar representa cerca del 90 % del colageno
total y esta compuesta por tres cadenas proteicas largas, dos idénticas llamadas Alfa-1 y una tercera
llamada Alfa-2.

La via biosintética responsable de la produccion del coligeno es compleja, e incluye eventos
intracelulares y extracelulares. Cada tipo especifico de coldgeno esta codificado por un gen particular;
mientras que los genes para todos los tipos de coldgeno se encuentran en varios cromosomas. Conforme
el ARNm de cada tipo de coldgeno es transcripto, es sometido a una serie de procesos para producir el
mensajero final para ese tipo especifico de colageno. (Diegelmann, R. (2001) “Collagen Metabolism”,
Wounds 13(5):177-182.)

a. [Enuna tabla, resuma las caracteristicas y distribucion de los principales tipos de colageno.

b. Describa los fenémenos basicos implicados en la transcripcion y modificaciones post-
transcripcionales del ARNm del procolageno.
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c. Diferentes genes son transcriptos por distintas ARN polimerasas. ;En qué difieren tales genes?
(Cuales son las enzimas implicadas en su expresion?

d. Los ARNm eucariotas no son colineales con los genes que los codifican. Explique esta afirmacion.
Indique en detalle qué procesos moleculares ocurren durante la maduracion del ARN. ;Cual es el papel de
las ribonucleoproteinas pequeiias nucleares (snuRNPs)?

7. La sintesis de todas las proteinas comienza en ribosomas en el citosol, con excepcion de aquellas que
son sintetizadas en los ribosomas de las mitocondrias. Su destino subsiguiente depende de su secuencia
de aminoacidos, la cual puede contener seiiales que dirigen su entrega a ubicaciones fuera del citosol.
Muchas proteinas no presentan senales y, en consecuencia, quedan en el citosol como residentes
permanentes. Muchas otras tienen sefiales especificas que dirigen su transporte desde el citosol al
nucleo, al RE, mitocondria o peroxisomas, las sefiales también pueden dirigir el transporte de las
proteinas desde el RE a otros destinos en la célula. (Alberts, Johnson, Lewis, Raff, Roberts, Walter.
“Molecular Biology of the cell” 5" edition, 2007. Garland Publishing.)

a. Indique donde ocurre la sintesis del procoldgeno y como se direcciona el ARNm.

b. En las células de mamiferos, la importacion de la mayoria de las proteinas al RER es co-traduccional.
(Qué significa esta afirmacion?

c. Al RER son direccionadas proteinas especificas que pueden ser de dos tipos: proteinas trasmembrana,
que son s6lo parcialmente translocadas a través de la membrana del RER, y proteinas solubles, que son
totalmente translocadas. ;En qué difieren los mecanismos de sintesis para cada uno de estos tipos? ;A
cual de estos dos tipos corresponde el procolageno?

d. Describa las modificaciones postraduccionales que sufre el procolageno en el RER y el aparato de
Golgi, y su posterior exocitosis.

e. Explique como se forma el colageno a partir del procolageno.

f. Usando la bibliografia, dibuje un esquema de la sintesis completa del colageno en un fibroblasto.

8. De acuerdo al punto 7 del Trabajo Practico N° 3, donde tratdbamos la sintesis de queratina en un
queratinocito, analice la siguiente afirmacion:

“...hay muchos tipos de moléculas de queratina, codificadas por una gran familia de genes homologos,
cuya variedad se incrementa aun mas a través del splicing alternativo de ARN”’( 2002 by Bruce Alberts,
Alexander Johnson, Julian Lewis, Martin Raff, Keith Roberts, and Peter Walter).

Y teniendo en cuenta el siguiente ejemplo de splicing alternativo de la tropomiosina:

(A) HUMAN o-TROPOMYOSIN GENE
1 4 5 6 910

i —t—tHH——1 L
23 78

1n 12 13

(B) FOUR DIFFERENT SPLICE VARIANTS

(A) Exones en el gen humano de la a-Tropomiosina; se muestran como rectingulos numerados las
posiciones y tamaiio relativo de los exones.

(B) Variantes en el splicing de cuatro ARNm del gen de a-Tropomiosina. El splicing es indicado por
lineas que conectan los exones incluidos en el ARNm maduro.

Conteste:
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a) El genoma humano contiene unos 50.000 genes menos de lo que inicialmente se calculd. ;jPor qué
esas predicciones iniciales fueron tan altas?

b) (Qué relacion tiene el mecanismo de splicing representado en la figura con su respuesta en el punto anterior?
¢) ¢Puede describir algin otro proceso que le permita a la célula generar una gran diversidad proteica?

9. Las propiedades biologicas de cada tipo celular eucariota estan principalmente determinadas por las
proteinas expresadas en ellas. Esta constelacion de proteinas expresadas determina gran parte de la
arquitectura de la célula, su actividad enzimadtica, sus interacciones con el entorno, y muchas otras
propiedades fisiologicas. Aun asi, en cualquier momento dado de la historia de vida de una célula, solo
una fraccion de los ARNs y proteinas codificadas por su genoma son expresadas. En distintos momentos,
el perfil de productos génicos expresados puede diferir dramaticamente, tanto en relacion a qué
proteinas son expresadas como a en qué proporcion. (...) Mds aun: los patrones de expresion génica
eucariota pueden ser extraordinariamente complejos. Es decir que existe una gran variacion entre los
genes en cuanto a cudndo un gen se expresa (transcripcionalmente activo) o no (transcripcionalmente
inactivo), y en qué tanto debe transcribirse. Por ejemplo, un gen puede ser transcripto solo durante el
desarrollo temprano y otro solo en presencia de una infeccion viral. (Griffiths, Wessler, Lewontin,
Carrol. “Introduction to genetic analysis” 9" ed. 2008. W. H. Freeman.)

(Puede explicar en un texto cuales son los mecanismos regulatorios generales que permiten que las
diferentes células expresen distintos genes a partir de un mismo repertorio génico? ;A qué niveles pueden
operar estos mecanismos?

10. Los espacios extracelulares en los tejidos estan ocupados por la matriz extracelular, la cual estd
compuesta por proteoglicanos como decorina y fibromodulina, proteinas fibrosas como colageno,
elastina y fibrilina;, moléculas de adhesion como fibronectina y laminina; y diferentes tipos de
metaloproteinasas, que juegan importantes roles en la sefializacion y las actividades celulares. Los
colagenos son las principales proteinas fibrosas en la matriz extracelular. Diferentes combinaciones de
distintas cadenas forman la estructura helicoidal de las triples hélices de los diversos colagenos. Se han
identificado unos 20 tipos de colageno diferentes. El colageno tipo I, esta compuesto por tres cadenas
ricas en glicina y prolina: dos cadenas 1(I) y una cadena 2 (1) producto de dos genes distintos. Las
cadenas polipeptidicas pro-COLIAl y COLIA2 son sintetizadas por fibroblastos, osteoblastos u
odontoblastos y entran en el reticulo endoplasmdtico donde son hidroxilados residuos prolina y lisina
especificos, los cuales ayudan a las cadenas a combinarse con otras por puentes hidrogeno para formar
la estructura de triple hélice del procolageno. Los procolagenos son secretados por los fibroblastos a
traves del aparato de Golgi al espacio extracelular donde péptidos N- terminal y C-terminal son clivados
por proteasas especificas. Las moléculas de colageno maduras procesadas se agregan para formar
grandes fibras de colageno y ayudan a formar la matriz extracelular con otros componentes.

En consecuencia, la produccion normal funcional y estructural de coldgeno tipo I y su deposicion en la
matriz extracelular para formar tejido conectivo normal fisiologico requiere de regulacion en varios
niveles. La anormalidad en alguno de esos niveles puede causar hiposintesis, hipersintesis o sintesis
defectuosa y acumulacion de colageno en la matriz extracelular, lo cual a su vez provoca diferentes
enfermedades en el ser humano como osteogénesis imperfecta, esclerodermia o esclerosis sistémica,
queloides, fibrosis pulmonar, fibrosis hepatica, etc. (Ghosh, A. (2002) “Factors Involved in the
Regulation of Type I Collagen Gene Expression: Implication in Fibrosis” Exp Biol Med Vol.
227(5):301-314.)

(Cuales son los niveles en los que se ejerce la regulacion de la expresion génica?

11. La cicatrizacion de heridas se ha definido como una secuencia altamente regulada de eventos
celulares que conducen a la reconstitucion de la integridad celular luego de la injuria. Los fibroblastos
Jjuegan un importante rol en esta secuencia produciendo componentes de la matriz extracelular tales
como los diferentes tipos de coldageno y fibronectina.

El metabolismo del colageno es cuidadosamente controlado durante el proceso de reparacion de la
herida. La regulacion probablemente se lleva a cabo por la interaccion de los fibroblastos con la matriz
extracelular circundante y por citoquinas y factores de crecimiento conocidos que regulan
especificamente la expresion génica y el metabolismo del coligeno. (Martens, M.; Huyben,C.; Hendriks,
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T.(1992) “Collagen synthesis in fibroblasts from human colon: regulatory aspects and differences with
skin fibroblasts” Gut; 33:1664-1670.)

Consulte la bibliografia y defina: factor de transcripcion, factor de transcripcion basal, factor de
transcripcion especifico, regulador, activador, represor, amplificador.

12. Los factores de transcripcion tienen dominios de union al ADN que permiten clasificarlos en familias.
Indique cuales son esas familias y qué caracteriza a cada una.

13. “Otros cambios en la actividad del genoma son permanentes o al menos semipermanentes, éstos
resultan en una alteracion de la identidad bioquimica de la célula que no es facilmente reversible. Estos
cambios, fundamentales para la diferenciacion celular, deben persistir por largos periodos, e idealmente
deberian mantenerse aun cuando el estimulo que originalmente los indujo haya desaparecido. Los
mecanismos regulatorios que dan lugar a estos cambios mas duraderos implican sistemas adicionales a
la modulacion de activadores y represores de la transcripcion. Estos mecanismos incluyen cambios
debidos a la estructura de la cromatina y cambios que resultan de rearreglos fisicos del genoma(*)”
(Brown, T. “Genomes” 3" ed. 2006. Garland Science)

(*) Este ultimo no es un mecanismo regulatorio comun, pero es importante en la expresion de genes de
inmunoglobulinas, como se vera en el TP N° 36.

a. ;Qué cambios en la estructura de la cromatina se relacionan con la regulacion de la expresion génica?
(Veael TP N° 4)

b. La acetilacion y desacetilacion de histonas provocan cambios en los nucleosomas. ;Coémo afectan
estos cambios a la expresion génica?

c. Describa los procesos y enzimas implicados en la metilacion del ADN. ;Qué consecuencias tiene
sobre la expresion génica?

d. La metilacion del ADN es un cambio (o una marca o sello) que puede heredarse de forma estable de
una generacion celular a la siguiente. Explique de qué forma esto es posible.

e. (Qué son las marcas epigenéticas? ;Coémo influyen en la expresion génica?

14. ;Qué significa el término “herencia epigenética’?
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TP N°6 - TEJIDO CONECTIVO. SINTESIS PROTEICA

TEJIDO CONECTIVO. SINTESIS PROTEICA del coldgeno y la matriz extracelular. Composicion
quimica. Reticulo endoplasmatico liso y rugoso. Ribosomas. Uniones de las células con la matriz
extracelular: contactos focales, hemidesmosomas. Fibras colagenas, reticulares y eldsticas.

OBJETIVOS
Al finalizar el trabajo practico, el alumno sera capaz de:
Describir los principales componentes de la matriz extracelular.
Describir la organizacion del reticulo endoplasmatico rugoso y liso y explicar sus funciones
generales.
Explicar la sintesis, organizacion y funciones de los ribosomas.
Describir el proceso de traduccion.
Explicar y describir los mecanismos de union célula matriz.

1. Las interacciones celulares con la matriz extracelular (MEC) y con células vecinas disparan
numerosas respuestas que tienen roles esenciales en la regulacion de su comportamiento y destino. La
organizacion y adhesion a la matriz extracelular afecta a las células en muchas formas. Ademas de
proveer el microambiente fisico en el que las células viven, la matriz extracelular proporciona un sustrato
para el anclaje celular y el andamiaje tisular, guia la migracion celular durante el desarrollo embrionario y
la reparacion de heridas, y tiene funciones claves en la morfogénesis de los tejidos. Atn asi, ademas de
estas funciones estructurantes obvias, la matriz extracelular también es responsable de transmitir sefiales
ambientales a las células, lo cual afecta esencialmente todos los aspectos de la vida de la célula,
incluyendo su proliferacion, diferenciacion y muerte (...). De este modo, la vida de la célula parece
implicar una interaccion intensa y compleja con la matriz extracelular. (Geiger B, Bershadsky A, Pankov
R, Yamada KM. (2001) “Transmembrane crosstalk between the extracellular matrix--cytoskeleton
crosstalk”. Nat Rev Mol Cell Biol. 11:793-805.)

a. Describa la composicion de la MEC. Asigne a cada tipo de componente de la MEC alguna de las
funciones mencionadas en el parrafo. (Puede describir estos componentes dentro de tres grandes grupos:
Fibras, Proteoglicanos y Glicoproteinas de Adhesion)

b. En el TP N° 5, describio los principales tipos de colageno y sus funciones. Describa aqui las
caracteristicas y funciones de la elastina.

2. Describa las principales caracteristicas estructurales y funcionales de RER y REL.

3. Explique la organizacion y funciones del nucleolo. Describa los genes de ARN ribosomal.

4. Describa la transcripcion y procesado de los ARNr y la organizacion estructural de los ribosomas.

5. Explique cudl es el rol de los ribosomas en el inicio de la traduccion. Describa el proceso de la
traduccion y las etapas en que ocurre la sintesis proteica.

6. Como se vio en el TP N° 5, la asociacion de los ribosomas al RER define el destino de la proteina.
Explique como se produce la union del ribosoma a la membrana del RER.
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7. La unién de las células a la MEC requiere proteinas trasmembrana que unan los componentes del
citoesqueleto a las proteinas de la MEC. Los contactos focales proveen el vinculo estructural entre las
células y la MEC. Los hemidesmosomas conectan la superficie basal de las células epiteliales a la lamina
basal subyacente. En relacion a la figura 1, describa cada uno de estos complejos de union. (Incluya en su
descripcion algunos de los componentes de la MEC que caracterizé en el punto 1, y las CAMs que
estudiod en el punto 6 del TP N° 3)

FIGURA 1 (Becker, Kleinsmith, Hardin, Bertoni. “The World of the Cell”, 7° ed. 2009, Benjamin
Cummings.)
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8. Dibuje y compare las caracteristicas de las diferentes fibras: colagenas, elasticas y reticulares.
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TP N° 7 — TEJIDO CONECTIVO, MEMBRANA CELULAR COMUNICACION
INTERCELULAR

TEJIDO CONECTIVO. Sistema mononuclear-fagocitico. Origen embriologico.

Reconocimiento y adhesion celular, su mecanismo. MEMBRANA CELULAR. Modelo del mosaico
fluido. Asimetria de la membrana. Fluidez de la membrana. COMUNICACION INTERCELULAR.
Principios generales. Inductores y receptores. Inducciones celulares mediadas por receptores citosolicos.
Inducciones mediadas por receptores situados en la membrana plasmatica: actividad enzimatica, con
cambios conformacionales, ligados a la proteina G.

OBJETIVOS
Al finalizar el Trabajo Practico, el alumno debera ser capaz de:
Explicar el origen y funciones del sistema mononuclear-fagocitico.
Definir la funcion y propiedades de las CAMs.
Detallar la composicion quimica y estructural de las membranas biologicas.
Describir las propiedades de las membranas y su importancia biologica
Describir los fenomenos generales que median la comunicacion entre células y su importancia.
Diferenciar receptores que median la sefializacion y describir las vias de transduccion de sefales.

1. Defina sistema mononuclear-fagocitico. Explique qué células del tejido conectivo incluye, y cual es
su funcién y origen.

2. Como se vio en el TP N°3, las moléculas de adhesion celular son proteinas implicadas en la
interaccion célula-célula o célula-matriz. Explique sus principales funciones en el reconocimiento y la

adhesion celular. Mencione las principales familias de CAMs.

3. Indique la composicion de las membranas bioldgicas. Explique por qué su organizacion estructural
responde al modelo del mosaico fluido.

4. Explique los factores que afectan la fluidez de las membranas.
5. (Qué es la asimetria de la membrana?
6. Indique cuales son los principales fosfolipidos que se encuentran en las membranas bioldgicas.

7. (Como se denominan las principales clases de proteinas de membrana? ;Qué las diferencia? Dé
ejemplos.

8. Describa, mediante el ejemplo de los tipos sanguineos eritrocitarios, la importancia de los
oligosacaridos de membrana.

9. Las membranas bioldgicas tienen un espesor de 5-10 nm. En relacién con este dato, y con la
composicion quimica que describid en el punto 1, indique:
a. (Qué tipo de microscopia puede resolver la membrana plasmatica? ;Por qué?
b. Dada la composiciéon quimica de la membrana, la preparacion histologica de rutina ;permite
preservar la integridad de la membrana? ;Por qué?
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

c. Los hidratos de carbono de las membranas, en general representan menos de un 10% del total de
la masa de la membrana. ;Qué técnica le permitiria ponerlos de manifiesto?

Las membranas biologicas llevan a cabo una gran diversidad de funciones. Explique a qué se refiere y
como se lleva a cabo cada una de las siguientes:

- Compartimentalizacion

- Permeabilidad selectiva

- Transporte de solutos

- Respuesta a sefiales externas

- Interacciones intercelulares

- Transduccién de energia

Muchos tipos celulares tienen receptores que se unen a hormonas esteroides. En la célula, ;donde
piensa Ud. que se encuentran tales receptores? ;Por qué?

Indique qué acciones promueve en una célula la comunicacion intercelular.
Caracterice los elementos que participan en la activacion de una célula por otra.

En referencia a la distancia entre célula inductora y célula blanco, ;como puede clasificar a las
sefales inductoras? Indique ejemplos en cada caso.

(,Como podria clasificar los diferentes tipos de receptor que actian en la comunicacién celular?

Elabore una clasificacion de las moléculas sefializadoras. (En qué categoria incluye al 6xido nitrico
(NO)? ;Por qué?

Defina “segundo mensajero”. Dé ejemplos.
Describa en detalle los receptores ligados a proteinas G y las proteinas G.

Describa las vias de la fosfolipasa C y del AMPc en base a las figuras 1 y 2. ;Cual es el “segundo
mensajero” en cada via? ;Cual es la principal funcion del DAG?

FIGURAL: ViA DE LA FOSFOLIPASA C (Kierszenbaum, A. “Histology and Cell Biology: An Introduction to
Pathology” 2° ed)
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FIGURA 2: ViA DEL AMPC (Kierszenbaum, A. “Histology and Cell Biology: An Introduction to
Pathology” 2° ed)
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20. Algunas toxinas bacterianas pueden modificar de forma irreversible la proteina G. Explique como
actua la toxina colérica.

21. La concentracion de Ca®+ libre en el citosol de una célula no estimulada es extremadamente baja
comparada con su concentracion en el fluido extracelular. ;Como mantiene la célula esta diferencia de
gradiente?

22. El aumento de la concentracion citosolica de Cat++ media fenomenos bioldgicos importantes. Dé
ejemplos.

23. Describa la activacion del receptor tirosin quinasa (RTK). ;Qué fenémenos desencadena? Dé
ejemplos de sefalizacion por esta via.

24. Lea el siguiente parrafo (Alberts, Johnson, Lewis, Raff, Roberts, Walter. “Molecular Biology of the
cell” 5™ edition, 2007. Garland Publishing):

“Los receptores tirosin quinasas reclutan muchos tipos de proteinas sefalizadoras intracelulares.
Algunas de esas proteinas actuan solo como adaptadores, ayudan a construir un gran agregado de
sefializacion acoplando el receptor a otras proteinas, las que a su vez pueden unir y activar a otras
proteinas a lo largo de las cuales pasa el mensaje. Una de las moléculas clave de estos complejos es Ras,
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una proteina pequenia unida por una cola lipidica a la cara citoplasmdtica de la membrana plasmatica.
Virtualmente todos los receptores tirosin quinasa activan Ras, desde los receptores del factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) que median la proliferacion celular en la reparacion de las
heridas a los receptores del factor de crecimiento del nervio (NGF) que previenen la muerte de ciertas
neuronas durante el desarrollo del sistema nervioso.”

a. Explique la via de activacion de Ras.

b. Explique la siguiente afirmacion: “ras es un protooncogen”

25. En base a la figura 3, ;qué caracteristicas comunes son compartidas por la mayoria de los diferentes
sistemas de sefializacion? Discuta en grupo e indique qué significan los siguientes términos y trate de
ubicar ejemplos para estas vias:

Proteinas de relevo (relay proteins)

Proteinas mensajeras (messenger proteins)

Proteinas adaptadoras (adaptor proteins)

Proteinas amplificadoras (Amplifier proteins)

Proteinas transductoras (Transducer proteins)

Proteinas bifurcadoras (bifurcation proteins)

Proteinas integradoras (Integrator proteins)

Proteinas reguladoras latentes de genes (latent gene regulatory proteins)

FIGURA 3: ESQUEMA GENERAL DE LAS VIAS SENALIZADORAS
(Downward, J. (2001) “The ins and outs of signaling” Nature 411, 759-762)
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TP N° 8 — SISTEMA DE ENDOMEMBRANAS, SECRECION CELULAR

SISTEMA DE ENDOMEMBRANAS. Compartimientos de las células. Transporte de moléculas entre las
organelas citoplasmaticas. Reticulo endoplasmatico liso y rugoso. Estructura y funcion. Biosintesis de
membranas. Proteinas de exportacion. SECRECION CELULAR. Complejo de Golgi. Dictiosomas. Ciclo
secretor. Lisosomas. Peroxisomas, Proteosomas. Ultraestructura y funcion Endocitosis: fagocitosis y
pinocitosis, transcitosis. Endocitosis mediada por receptor.

OBJETIVOS

Al finalizar el trabajo practico, el alumno sera capaz de:
Describir la organizacion y funciones del sistema de endomembranas y la secrecion celular.
Describir la traslocacion y modificacion de proteinas en el RE y el aparato de Golgi.
Explicar como se destinan las proteinas a lo largo del sistema de endomembranas y vesiculas
asociadas.
Explicar las funciones de los endosomas.

1.  Explique como esta constituido el sistema de endomembranas

2. Mencione las principales caracteristicas estructurales y funcionales del reticulo endoplasmatico
(RE).

3. Describa como ocurre la glicosilacion de proteinas sintetizadas en el RE.

4.  Describa las funciones del RE Liso.
5. Describa la organizacion estructural del Aparato de Golgi. ;Qué relacion tiene con sus funciones?
6.  Explique la compartimentacion del dictiosoma.

7.  Analice el siguiente texto:

Las proteinas pueden ser secretadas por exocitosis en forma constitutiva o facultativa (regulatoria). En
la via facultativa, las moléculas son almacenadas en vesiculas secretorias, las cuales no se fusionan con
la membrana plasmatica para liberar sus contenidos hasta que una senial extracelular es recibida. Una
condensacion selectiva de las proteinas destinadas a vesiculas secretorias acompana su
empaquetamiento dentro de esas vesiculas en la cara trans del complejo de Golgi. La via facultativa
opera solo en células secretoras especializadas, pero una via secretoria constitutiva opera en todas las
células, mediada por un continuo proceso de transporte vesicular desde la cara trans del complejo de
Golgi a la membrana plasmdtica. En células no polarizadas hay evidencia de que las proteinas hechas en
el RE son automdaticamente enviadas al complejo de Golgi y de ahi a la membrana por esta via
constitutiva a menos que sean desviadas o retenidas por seriales de distribucion especificas. En las
células polarizadas, en cambio, las vias de transporte desde la cara trans del Golgi hacia la membrana
plasmatica deben operar selectivamente para asegurar que diferentes sets de proteinas de membrana,
proteinas secretadas y lipidos sean distribuidos a los dominios apicales y basolaterales.

(Alberts, Bruce, Watson y col. “Molecular Biology of the cell”, 2° edicion, 1989. Editorial Garland
Publishing.)
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a. Subraye en el texto los términos que remitan a conceptos fundamentales (ej: exocitosis y el
concepto de secrecion). Consulte la bibliografia y expliquelos.

b.  Explique en qué consiste el ciclo secretor y describa sus fases.

c. Diferencie secrecion constitutiva y regulatoria. Dé ejemplos de cada una.

8. Como se vio en los TPs 4, 5 y 6, luego de la sintesis, los proteoglucanos (PGs) son transportados
desde el aparato de Golgi a sus destinos finales: la matriz extracelular, la superficie celular o las organelas
intracelulares. Tal transporte vectorial requiere mecanismos de reconocimiento, seleccion y reparto.

a. Explique donde son sintetizados y glicosilados los PGs. Mencione las modificaciones generales que
sufren las proteinas durante el trafico intracelular (en RE y aparato de Golgi).
b.  Explique como se sefializa este transporte vectorial.

9.  Explique la endocitosis mediada por receptor; diferencie este proceso de fagocitosis y pinocitosis.
10. Describa, mediante ejemplos, el proceso de transcitosis.

11. Diferencie los distintos tipos de vesiculas transportadoras.

12.  Explique las vias de degradacion en lisosomas.

13. Describa la organizacion y funciones de los endosomas.

14. Explique como se originan los lisosomas y peroxisomas y describa brevemente sus funciones.
Explique como se destinan a estas organelas las proteinas que contienen (Ej: M6P)

15. Dibuje un esquema del sistema de endomembranas en una célula idealizada.

16. (Qué son los proteosomas? ;Cual es su funcion?
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TP N° 9 — SISTEMA OSTEO-ARTICULAR, TEJIDO OSEO Y CARTILAGINOSO

SISTEMA OSTEO-ARTICULAR. TEJIDO CARTILAGINOSO. Desarrollo, estructura y funciéon. Matriz
cartilaginosa, sintesis proteica de la matriz cartilaginosa. Variedades de cartilago. Crecimiento y nutriciéon
del cartilago. TEJIDO OSEO. Desarrollo, estructura y funcion. Matriz 6sea. Sintesis proteica de la matriz
osea. Organoides involucrados. Hueso esponjoso y compacto. Osificaciéon intramembranosa y
endocondral. Crecimiento, nutricion y remodelacion. Articulaciones: revestimiento sinovial.

OBJETIVOS
Al finalizar el trabajo practico, el alumno sera capaz de:
Describir y reconocer las caracteristicas histologicas de los tejidos cartilaginoso y 6seo y las
estructuras que estos tejidos forman.
Reconocer y describir los tipos de cartilago y sus propiedades funcionales.
Reconocer la organizacion estructural del tejido oseo.
Describir los componentes celulares y acelulares de ambos tejidos.
Describir procesos de osificacion.

1. El cartilago es un tipo de tejido conectivo denso. Explique esta afirmacion. Describa los componentes
y organizacion del tejido cartilaginoso.

2. La figura 1 muestra la composicion basica de la matriz extracelular del cartilago articular. Identifique los
principales grupos de proteinas que se muestran y que ya ha estudiado en los trabajos practicos anteriores.

FIGURA 1: MATRIZ EXTRACELULAR DEL CARTILAGO ARTICULAR. (Chen, F.; Rousche, K.; Tuan, R.
(2006) “Technology Insight: adult stem cells in cartilage regeneration and tissue engineering”)
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3. El tejido cartilaginoso se clasifica en tres tipos: hialino, elastico y fibroso. Resuma las caracteristicas
de los diferentes tipos de cartilago en el cuadro 1 (incluya conceptos como metacromasia, grupos
isogenos, capas del pericondrio, matriz territorial). Dibuje como los ve al microscopio optico.

4. Diferencie, seglin las caracteristicas tintoriales, las zonas del cartilago.

5. Eltejido cartilaginoso es avascular. ;Como se nutren las células de este tejido?

6. Explique el origen embrioldgico del cartilago.

7. Explique como ocurre el crecimiento y mantenimiento del cartilago.

8. Describa la composicion y organizacion de la matriz dsea.

9. Describa los tipos celulares del tejido 6seo, sus caracteristicas y su funcion.

10. El tejido 6seo se clasifica en compacto y esponjoso; diferencie estos dos tipos de hueso.

11. El tejido 6seo es un tejido vascular. ;Como se organiza en €l la circulacion?

12. ;Cual es la composicion y organizacion del periostio? ;Cual es su funcién? ;Puede reconocerlo en el
microscopio optico?

13. Describa la estructura del sistema Haversiano (osteona). ;Puede reconocer sus componentes en el
microscopio optico?

14. ;Qué son las laminillas intersticiales y como se relacionan con la organizacion y remodelacion del
tejido?

15. Describa la funcion de las células osteoprogenitoras.
16. Observe en el microscopio cortes de tejido d6seo y dibUjelos. Reconozca en estos cortes la
organizacion histologica y las caracteristicas de los componentes del tejido 6seo y cartilaginoso que

describi6 en los puntos anteriores.

17. Describa la formacion del tejido 6seo y distinga los procesos de osificacion. La figura 2 muestra un
esquema de la osificacion endocondral, elabore un texto que explique este proceso.

18. Haga un dibujo o esquema general de la arquitectura osea adulta compacta nombrando sus
componentes.
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FIGURA 2: OSIFICACION ENDOCONDRAL (Page-McCaw, A.; Ewald, A.; Werb, Z. (2007) “Matrix
metalloproteinases and the regulation of tissue remodelling” Nature Reviews Molecular Cell Biology 8,
221-233)
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TP N° 10 — TEJIDO MUSCULAR. MITOCONDRIAS

TEJIDO MUSCULAR. Embriologia. Clasificacion. Tejido muscular esquelético, liso y cardiaco:
morfologia al microscopio Optico y electronico. Bases estructurales de la contraccion muscular.
Transmision del impulso nervioso. Union mioneural. Histogénesis. MITOCONDRIAS. Morfologia.
Ultraestructura. Camara interna y externa. Matriz. Compartamentalizacion de las enzimas. Funciones
mitocondriales. ADN mitocondrial. Tamafio, forma y contenido codificante. Mitorribosomas.
Interrrelacion entre niicleo celular y mitocondrias. Herencia mitocondrial.

OBJETIVOS

Al finalizar el trabajo practico, el alumno sera capaz de:
Describir y reconocer histolégicamente los tres tipos de tejido muscular.
Describir la organizacion del sarcomero, miofilamentos y proteinas de fijacion.
Explicar la estimulacion nerviosa y el ciclo de contraccion muscular.
Explicar el papel del calcio en la funcion del musculo estriado.
Describir la funcién y estructura de las mitocondrias y su genoma.
Explicar los fundamentos de la herencia mitocondrial.

1. El musculo es el tejido contractil del cuerpo que funciona en la producciéon de movimientos
voluntarios e involuntarios. Describa las caracteristicas y tipos de tejido muscular.

2. Mencione el origen embrioldgico del tejido muscular.

3. Observe en el microscopio y dibuje cortes de musculo estriado esquelético, estriado cardiaco y liso.
En base a sus observaciones, complete el cuadro 1.

CUADRO 1. HISTOLOGIA DEL TEJIDO MUSCULAR.

Tipo de | Distribuciony | Afinidad | Caracteristicas Nucleos

musculo funciones tintorial diagnosticas Cantidad Posicion Forma | Cromatina
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4. Indique los complejos de unidon célula-célula que se encuentran en los discos intercalares de las
células musculares cardiacas y relacionelos con su funcion. Identifique los discos intercalares en el
preparado histologico.

5. Defina los siguientes términos: fibra, fibrilla, miofibrilla, miofilamento, sarcoplasma, reticulo
sarcoplasmico, sarcomero, mioglobina.

6. Explique la organizacion del tejido conectivo en el musculo estriado.
7. Defina y describa histologica y funcionalmente aponeurosis y tendones.

8. Analice la figura 1.

En el sarcomero, los miofilamentos se ensamblan en haces paralelos con extremos alineados. El haz de
filamentos gruesos esta ubicado en el centro del sarcomero y aparece como una banda oscura, la banda
A (anisotropica). A ambos lados, los filamentos gruesos se superponen con los filamentos finos que se
extienden desde las lineas Z en los extremos del sarcomero. La porcion de los filamentos finos que no
estd superpuesta con los filamentos gruesos es llamada la banda clara I, isotrépica. Una linea Z delgada
muy densa divide la banda 1. Una region central, menos densa de la banda A, llamada banda H, es
dividida por una linea M oscura. La organizacion de los filamentos gruesos y finos en haces es mediada
por un grupo de proteinas de fijacion accesorias que se ubican en el centro del sarcomero en la linea M y
dentro de la linea Z. (Tskhovrebova, L.; Trinick, J. 2003, Nature Reviews Molecular Cell Biology 4, 679-
689)

a. Describa la composicion de los filamentos gruesos y finos.

b. Consulte la bibliografia y defina los términos marcados en negrita en el parrafo de
Tskhovrebova y col.

c. Indique cudles son y qué funcion cumplen las proteinas de fijacion que se mencionan en el
parrafo.

FIGURA 1 (Tskhovrebova, L.; Trinick, J. (2003) “Titin: properties and family relationships” Nature
Reviews Molecular Cell Biology 4, 679-689).
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9. En relacion con la figura 2, explique el ciclo de la contraccion. Incluya en su explicacion la participacion del
ATP, el papel del calcio y la troponina.
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FIGURA 2 (Tskhovrebova, L.; Trinick, J. (2003) “Titin: properties and family relationships” Nature
Reviews Molecular Cell Biology 4, 679-689)
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10. Describa la estructura de la placa motora y tubulos T. Explique la liberacion y accion de la acetilcolina
(ACh) en la propagacion del potencial de accion en la fibra muscular y el ciclo de contraccion del
sarcomero.

11. Las mitocondrias estan compuestas por dos membranas. Explique las caracteristicas particulares de cada
una y de los espacios que definen.

12. Las funciones basicas de las mitocondrias se asocian con el metabolismo energético, sefalizacion celular,
apoptosis y homeostasis celular. Describa los aspectos fundamentales del metabolismo oxidativo
mitocondrial en la produccion de ATP.

13. Comparado con el genoma nuclear, el tamafio del genoma mitocondrial es pequeiio (16.5 kb) y no
contiene intrones. Describa los aspectos generales del genoma mitocondrial. En su descripcion, incluya
las diferencias con el codigo genético (Cuadro 2)

CUADRO 2 COMPARACION ENTRE EL CODIGO GENETICO UNIVERSAL Y MITOCONDRIAL. (Alberts, Bray,
Hopkin y col., 2002. “Molecular Biology of the Cell” 4°ed., Garland Science)

Mitochondrial Codes

Codon “Universal” Code Mammals  Drosophila Yeasts Plants
GA STOP i STOP
ATTA lle Ile
CUA Leu Leu
ALA

J&I.I Aro [\
AGG & g Arg
*Italics and color shading indicate that the cade differs from the "universal” code.
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14. Indique el origen de las proteinas mitocondriales y las caracteristicas de los mitorribosomas.

15. Explique la biogénesis (reproduccion) de las mitocondrias.

16. Las mutaciones en genes del ADN mitocondrial muestran un patron de herencia materna (uniparental).
Explique por qué.
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TP N° 11 — CITOPLASMA. CITOESQUELETO

CITOPLASMA. CITOESQUELETO. Microtibulos: composicion, ultraestructura, propiedades, tipos,
funciones. Cilias y flagelos. Centriolos y cinetocoros. Su funcion. Filamentos intermedios: ultraestructura,
propiedades y localizacion. Tipos y funciones. Filamentos de actina. Localizaciéon y propiedades.
Cinturén adhesivo, fibras tensoras. Su rol en la migracion y en la motilidad celular. Proteinas que se unen
a la actina. Citoesqueleto en el tejido muscular.

OBJETIVOS
Al finalizar el trabajo practico, el alumno sera capaz de:
Describir y diferenciar los componentes del citoesqueleto y su organizacion.
Explicar la relacion entre la organizacion de los microtubulos y sus funciones.
Describir los procesos vinculados a la motilidad ciliar y flagelar.
Explicar la participacion de los microfilamentos y proteinas asociadas en el fendmeno de la
contraccion muscular.
Describir la organizacion de los filamentos intermedios y su importancia.
Analizar criticamente la literatura cientifica.

1. El citoesqueleto es un entramado tridimensional dinamico de proteinas filamentosas poliméricas que
proporciona el marco para la organizacion celular. Esta implicado en funciones celulares como:
- movimiento y transporte interno de organelas, vesiculas y cromosomas,
- organizacion y soporte estructural que define la forma de la célula,
- organizacion de la estructura y distribucion interna de la célula y definicion de la polaridad celular,
- generacion e impulso de los movimientos en las células moviles.
Explique cada una de estas funciones y dé ejemplos.

1. Describa los componentes del citoesqueleto: microtibulos, microfilamentos y filamentos intermedios.
Elabore un cuadro que resuma las caracteristicas estructurales y quimicas de cada uno. Incluya:
organizacion, composicion quimica, ejemplos, estructuras celulares asociadas.

2. Examine la figura 1. ;Qué caracteristicas funcionales generales de los elementos que componen el

citoesqueleto podria postular? (Revise los conceptos relativos a los complejos de unién intercelular
trabajados en el TP N° 3)
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FIGURA 1 (Alberts, y col. “Biologia Molecular de La Célula”. 4" edicion, 2003, Ediciones Omega)
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3. A partir de la figura 2, describa la formacion de los microtibulos a partir de la tubulina. ;Qué
significa “inestabilidad dindmica”? ;Cudl es la energética de la organizacion microtubular? ;Qué son los
centros organizadores?

FIGURA 2 (Li, Gundersen, 2008, “Nature Reviews Molecular Cell Biology 9, 860-873)
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4, Los microtibulos forman estructuras especificas y se relacionan con funciones celulares
particulares.
a. D¢ ejemplos de cada una.
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b. “El paclitaxel (Taxol™) es una droga que se une a los microtubulos y los hace mds estables
impidiendo la disociacion de las subunidades de tubulina. La Colchicina es un compuesto con el efecto
opuesto, haciendo que los microtubulos se despolimericen. La primera es una droga que se usa en el
tratamiento de ciertos canceres, mientras que la colchicina se usa en el tratamiento de la artritis gotosa o
gota, yva que bloquea la migracion de globulos blancos responsables de la inflamacion en esta
enfermedad”. (Lewin, Cassimeris, Lingappa, Plopper. “Cells” 2007, Jones and Bartlett)

Fundamente la utilidad de estas drogas en relacion a qué funciones de los microtiibulos se ven
interrumpidas por su uso.

5. (Cual es la funcién de las proteinas motoras? Describa cada una. ;Como se establece la
direccionalidad al transporte por los microtibulos? Explique la figura 3 en un texto.

FIGURA 3 (Alberts, y col. “Biologia Molecular de La Célula”. 4* edicion, 2003, Ediciones Omega)
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6. Diferencie los siguientes términos: centrosoma, centro organizador, centriolo, cinetosoma, cuerpos
basales.

7. Explique la organizacién y la replicacion de los centriolos.

8. Los cilios y flagelos tienen una estructura altamente organizada llamada axonema. Observe las
figuras 4 y 5. Describa los componentes del aparato ciliar: cilio y cuerpo basal.
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FIGURA 4 (Alberts, y col. “Biologia Molecular de La Célula”. 4* edicion, 2003, Ediciones Omega)
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9. (Como se produce el movimiento ciliar?
10. Los microfilamentos pueden ensamblarse para dar lugar a diversas estructuras, muchas asociadas a la

membrana plasmatica. En base a la figura 6, describa la estructura y formacion de los polimeros de actina.
Explique la importancia de las proteinas fijadoras de actina.
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FIGURA 6 (Li, Gundersen, 2008, “Nature Reviews Molecular Cell Biology 9, 860-873)
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11. Revise el TP N° 10. ;Qué funcion tiene la actina en la contraccion muscular? ;Cuales son los
mecanismos por los cuales las proteinas que unen actina participan en la contraccion de los miisculos liso
y esquelético?

12. Enumere las caracteristicas de los filamentos intermedios. Describa ejemplos de algunos de ellos
(incluya en su descripcion las proteinas de la [amina nuclear, ver TP N° 4). Indique la importancia de la
desmina en la contracciéon muscular.

13. Explique la importancia diagnodstica de la identificacion de citoqueratinas a partir de la lectura del
siguiente articulo: Aquino PCG, Jurado SCF. “Citoqueratinas en dermatologia”. Dermatol Rev Mex
2008;52(6):254-62.
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TP N° 12 — TEJIDO NERVIOSO

TEJIDO NERVIOSO. Clasificacion. Neuronas y células de la glia. Citoesqueleto neuronal. Biologia
celular de la neurona y de las células gliales. Morfologia al microscopio optico y electronico. Tipos.
Funciones. Sinapsis: tipos y ultraestructura. Fibras nerviosas: clasificacion. Estructura y funcion de la
vaina de mielina. Histogénesis. Sistema nervioso central. Nervios. Terminaciones nerviosas libres y
encapsuladas.

OBJETIVOS
Al finalizar el trabajo practico, el alumno sera capaz de:
Describir la organizacion y componentes del tejido nervioso.
Reconocer los aspectos celulares e histologicos del tejido nervioso.
Describir y explicar la estructura y funcion de las neuronas.
Describir y explicar la estructura y funcion de las células gliales.
Describir la composicion del citoesqueleto neural, sus funciones especificas y su vinculacion con
algunos procesos patologicos.
Describir e identificar la organizacion histologica del sistema nervioso central y periférico.
Comprender los fenomenos particulares del desarrollo neuronal.
Analizar criticamente la literatura cientifica.

1. “El sistema nervioso estd formado por una enorme variedad de diferentes tipos celulares, cuya
propiedad mas destacada es la comunicacion, en su sentido mas amplio. La modulacion de su estructura,
las funciones de integracion y sus conexiones, asi como las moléculas-sefiales que sintetizan, liberan y
receptan, responden a la existencia de células neurales o neuronas, especializadas para cumplir con esos
fines, y de células gliales que participan como elementos esenciales de sostén, trofismo y defensa”
(Eynard, Rovasio, Valentich, 2008 "Histologia y Embriologia del Ser Humano. Bases Celulares y
Moleculares". 4° ed. Editorial Médica Panamericana.)

a. Explique cual es la especializacion funcional de la neurona.

b. Describa la organizacion basica de una neurona e identifique: soma, pericarion, cuerpos de Nissl,
dendritas, axones, botones sinapticos.

c. Clasifique las neuronas segun su estructura.

d. Describa los principales tipos de células gliales y su funcidn: astrocitos protoplasmaticos, astrocitos
fibrosos, oligodendrocitos, microglia, células ependimarias, células de Schwann y células satélite del
SNP.

2. “Las células del tejido nervioso exhiben un grado notable de diferenciacion regional en su forma
externa. Por ejemplo, las dendritas y axones de una neurona particular usualmente tienen morfologias
completamente diferentes. Esas diferencias en morfologia aparentemente reflejan diferencias regionales
en la composicion de elementos del citoesqueleto que proveen la base de la arquitectura de la neurona”.
(Drake, Lasek, 1984, J Neurosci, vol.4, 5: 1173-1186)

“El citoesqueleto neuronal es esencial para establecer la forma de la célula y el transporte axonal de
vesiculas. Los microtibulos del citoesqueleto neuronal son quimica y estructuralmente similares a
aquellos que se encuentran en todos los tipos celulares. En cuanto a los filamentos intermedios (FI), el
sistema nervioso contiene un set inusualmente diverso (ver tabla 8-2) con distribuciones celulares y
expresion en el desarrollo distintivas. Los Neurofilamentos son los FI encontrados especificamente en las
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neuronas. Mas alla de su heterogeneidad molecular, todos los FI forman estructuras filamentosas de 8 a
12 nm de didmetro. En la mayoria de las neuronas maduras, particularmente en las neuronas que dan
lugar a axones mielinicos largos, los sistemas de filamentos intermedios estin compuestos casi
exclusivamente por neurofilamentos. En esos axones, los neurofilamentos son el elemento del
citoesqueleto mas abundante “(Siegel y col. 1999, “BasicNeurochemistry. Molecular, Cellular and
Medical Aspects” Lippincott Williams and Wilkins)

“Una vez que un filamento del citoesqueleto se ha formado por nucleacion y se ha elongado (elongacion)
a partir del pool de subunidades, su estabilidad y propiedades mecanicas con frecuencia son alteradas por
un grupo de proteinas que se unen a lo largo de los lados del polimero. Diferentes proteinas asociadas a
filamentos usan su energia de union tanto para bajar como para aumentar la energia libre del polimero, y
en consecuencia estabilizar o desestabilizar el polimero, respectivamente.

Las proteinas que se unen a los microtibulos son llamadas colectivamente proteinas asociadas a
microtibulos o MAPs. Al igual que el taxol (ver TP N° 11), las MAPs pueden estabilizar microtibulos
impidiendo su despolimerizacion. Un subset de MAPs también puede mediar la interaccion de
microtiibulos con otros componentes celulares. Este subset es prominente en las neuronas, donde los
haces de microtibulos estabilizados forman el eje central de axones y dendritas que se extienden desde el
cuerpo celular”. (Alberts y col. 2002, “Molecular Biology of the Cell”, Garland Science). Ver figura 1.
“Cuando las MAPs recubren la pared externa de un microtiibulo, la subunidades de tubulina son
incapaces de disociarse. Algunas MAPs, como Tau y MAP4 estabilizan los microtubulos, mientras que
otras no.

Dado el efecto de las MAPs en la dindmica de los microtibulos, su longitud puede ser controlada
modulando la unién de MAPs. En la mayoria de los casos, esto se logra por la fosforilacion reversible de
dominios de la MAP. Las MAPs fosforiladas son incapaces de unirse a microtiibulos, promoviendo asi la
disgregacion de los microtubulos. La MAP quinasa, una enzima que fosforila MAPs, participa en muchas
vias de transduccion intracelular de sefiales, lo que indica que las MAPs son blancos para muchas sefiales
extracelulares (ver TP N°7). Las MAPs, especialmente la MAP4, también son fosforiladas por una
segunda quinasa, la quinasa cdc, quien juega un importante rol en el control de las actividades de varias
proteinas durante el ciclo celular (ver TP N°17)”. (Lodish y col. 2000, “Molecular Cell Biology”, W H
Freeman)

a. Describa las caracteristicas y componentes particulares del citoesqueleto neuronal.

b. Explique los términos de los parrafos anteriores que estan marcados con negrita.

c. Explique las funciones especificas del transporte axonal. Distinga transporte anterogrado y
retrogrado.

d. Indique algun ejemplo de relacidn entre el citoesqueleto neuronal y enfermedades conocidas.

e. Mencione alguna técnica histologica que permita poner de manifiesto los elementos del citoesqueleto
de las células del tejido nervioso y su utilidad.

TABLA 1. FILAMENTOS INTERMEDIOS DEL  SISTEMA  NERVIOSO. “(Siegel y col

1999, “BasicNeurochemistry. Molecular, Cellular and Medical Aspects” Lippincott Williams and
Wilkins)

IF type Subunit Cell type

Typelll  Vimentin Neuwral and glial precursors

GFAP Astrocytes, some Schwann cells

Peripherin Subset of neurons, particularly in PNS, may coassemble with NFH/INFM/INFL

Desmin Smooth muscle cells in vasculature
Type IV  NFH Most neurons, most abundant in large neurons

NFM

NFL

a-Internexin  Subset of neurons, particularly parallel fibers in cerebellum, may also coassemble with NFH/INFM/NFL
Type IV?  Nestin Neuroectodermal precursors in developing brain

GFAP, ghal fibnllary acidic protein; NFH, NFM and NFL, neurofilaments of high, medium and low melecular weight, respectively.
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FIGURA 1. (Siegel y col. 1999, “BasicNeurochemistry. Molecular, Cellular and Medical Aspects”
Lippincott Williams and Wilkins)
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3. Defina y describa la sinapsis. Explique los mecanismos de comunicacion sinéptica.
4. Clasifique funcionalmente las neuronas en aferentes, eferentes e interneuronas.

5. Defina el término fibra nerviosa.

6. Describa la organizacion histologica de los nervios periféricos.

7. Describa la arquitectura histologica del tejido del sistema nervioso central.

8. “Los mecanismos por los que las neuronas establecen conexiones sinapticas apropiadas es materia de
gran interés. Los primeros estadios de este proceso implican la elongacion y direccion de la neurita. A
medida que el extremo creciente del cono de crecimiento avanza a través del sustrato, debe interpretar
sefales extracelulares que guien la neurita en la direccion correcta. Los conos de crecimiento reciben
sefiales atractivas y repulsivas y responden a éstas desestabilizando o reorganizando selectivamente el
citoesqueleto para permitir el crecimiento direccionado.

Los conos de crecimiento pueden ser basicamente divididos en tres dominios: filopodios, lamelipodios y
el cuerpo del cono de crecimiento propiamente dicho.” (Siegel y col. 1999, “BasicNeurochemistry.
Molecular, Cellular and Medical Aspects” Lippincott Williams and Wilkins)

a. Describa brevemente la histogénesis del tejido nervioso.

b. Explique los términos marcados con negrita en el texto.

c. En relacion a las sefiales que guian el crecimiento de la neurita, repase las interacciones célula matriz
que estudi6 en el TP N° 6.

d. Lea el siguiente articulo: Garcia, T. y Jay, D. Fosforilacion de tau y enfermedad de Alzheimer.
Gaceta Médica de México. Vol. 140. # 3. 2004. Pp. 329-334, ¢ infiera sobre la importancia de conocer la
conformacion normal de las proteinas del citoesqueleto en el tejido nervioso.
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TP N° 13 - CROMOSOMAS HUMANOS

CROMOSOMAS HUMANOS: Descripcién. TECNICAS DE CITOGENETICA: cariotipo ¢ idiograma.
Métodos de bandeo cromosémico. Bandas G, R, Q, C, NOR. Citogenética molecular. TP: mostraciones
de metafases humanas. Confeccion de cariotipos. Anomalias cromosomicas. Variaciones en el numero:
poliplodia y aneuplodia. Variaciones en la estructura: deleciones, translocaciones, inversiones.
Nomenclatura. Consecuencias. Sitios fragiles.

OBJETIVOS
Al finalizar el trabajo practico, el alumno sera capaz de:
Describir la organizacion molecular y tipos de cromosomas humanos.
Caracterizar e identificar el cariotipo humano normal.
Describir los fundamentos y aplicaciones de las técnicas de diagndstico citogenético.
Identificar, describir y conocer ejemplos de anomalias cromosémicas estructurales y numéricas.

1. Explique los niveles sucesivos de compactacion de la cromatina. Describa las caracteristicas
estructurales de los cromosomas y su clasificacion. Indique el cariotipo humano normal. Explique los
pasos que deben seguirse para elaborar un cariotipo.

2. “Tradicionalmente, el término citogenética se ha referido a estudios de los aspectos celulares de la
herencia, especialmente la descripcion de la estructura de los cromosomas y la identificacion de
aberraciones gendomicas que causan enfermedades. La citogenética ha sido usada durante afios en variadas
aplicaciones, desde el diagnostico clinico a la investigacion basica en gendmica. El analisis cromosdmico
convencional, que esta basado en el bandeo y fue desarrollado en los 1970s, todavia es ampliamente
usado. Atn asi, durante los pasados 25 afios se han desarrollado técnicas citogenéticas moleculares de
resolucion cada vez mayor (...)

La primera aplicacion de las técnicas moleculares a la citologia cromosdmica se baséd en la observacion
de que secuencias complementarias de nucledtidos podian alinearse o hibridizar unas con otras para
formar complejos mas estables que secuencias no complementarias. La citogenética molecular
usualmente consiste en la hibridizacion in situ y fluorescencia (FISH). En esta técnica, una sonda de ADN
es hibridizada con blancos citologicos tales como cromosomas metafasicos, nicleos interfasicos y fibras
extendidas de cromatina”. (Speicher, M.; Carter, N. 2005, Nat Rev Genet 6, 782-792.)

a. Explique los fundamentos de las técnicas de bandeo cromosémico. Elabore un cuadro comparativo
que resuma las principales caracteristicas de cada uno.

b. En base a la figura 1, explique los fundamentos de la técnica FISH.

c. Enbase a la figura 2, explique los fundamentos de la técnica de cariotipado espectral (SKY)
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FIGURA 1 PRINCIPIOS DE LA HIBRIDIZACION IN SITU Y FLUORESCENCIA (Speicher, M.; Carter, N. 2005,
Nat Rev Genet 6, 782-792.)
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FIGURA 2 CARIOTIPO ESPECTRAL Y FISH MULTICOLOR. (Trask, 2002, Nat Rev Gen 3, 769-778)
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4. Describa los tipos de variacion anormal en nimero de los cromosomas y sus consecuencias. Describa
brevemente los sindromes mas comunes.

5. Describa los tipos de anomalias estructurales y las consecuencias en cada caso. Consulte la
bibliografia e indique su nomenclatura. Dé ejemplos y describalos brevemente.

6. Explique qué son los sitios fragiles.

7. Analice la figura 3 ¢ indique la utilidad diagnostica de las técnicas citogenéticas mas comunes que
describio en el punto 2.

56



EJERCICIOS

1. Si dos cromosomas de una especie tienen la misma longitud y el centrobmero se sitia
aproximadamente en el mismo sitio, pero no son homoélogos, ;qué es lo que los diferencia?

2. (Cuales de los siguientes individuos tienen un cariotipo aneuploide?
a) Una mujer con una traslocacién balanceada entre 11q y 22q
b) Una mujer con sindrome de Down por trisomia del 21
¢) Una mujer con una traslocacion Robertsoniana entre los cromosomas 13 y 21.

3. Al analizar el cariotipo de un bebé con fenotipo de sindrome de Down, se comprobd que tenia 46
cromosomas. Investigando la familia, se encontrd que otro de los hijos de la mujer, un hermano de ésta y
dos de sus sobrinos, hijos de dos hermanas, padecian el sindrome de Down.

a) ¢;Cuantos cromosomas suelen tener los afectados por el sindrome de Down?

b) (A qué se debe que el bebé tuviera 46 cromosomas?

c) (Cual seria la constitucion cromosdmica de la madre?

4. Enuna mujer con el cariotipo 47, XXX,
a) (qué tipos de gametas se formarian y en qué proporciones?
b) (cuales son, en teoria, los cariotipos y fenotipos esperados de su progenie?

5. En una nifa recién nacida con sindrome de Down se encontrd que presentaba dos lineas celulares: el
70% de sus células mostraba el cariotipo tipico 47, XX +21, y el 30% restante mostraba el cariotipo
normal 46, XX

a) (Cuando probablemente ocurri6 la no disyuncioén?

b) Explique el término no disyuncion y sus consecuencias.

6. Elabore un cuadro que resuma las caracteristicas de las anomalias estructurales. Incluya:
translocaciones desbalanceadas y balanceadas (reciprocas y robertsonianas), deleciones, duplicaciones,
cromosomas anulares, isocromosomas, cromosomas dicéntricos, inversiones pericénticas y paracéntricas,
inserciones.

7. Se han estudiado los cromosomas de un recién nacido y se encontr6 que tiene 47 cromosomas.
(Cuales son los cariotipos mas probables? Justifique su respuesta.

8. Se han estudiado los cromosomas de un recién nacido y se encontrd que tiene 45 cromosomas.
(Cuales son los cariotipos mas probables? Justifique su respuesta.

9. Se encontrd que el cariotipo de un feto abortado espontaneamente es 92,XXYY. Si el cigoto resultd
de la fusion de dos gametas normales con complemento sexual X e Y respectivamente, ;como resultod este
cariotipo?

10. Un feto humano producto de un aborto espontaneo tenia un cariotipo de 45 cromosomas. ;Cual es el
cariotipo mas probable? Si el feto hubiera sobrevivido, ;qué desorden genético hubiera sufrido?
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FIGURA 3. Comparacion de técnicas citogenéticas para identificar anomalias cromosdmicas. (Speicher,

M.; Carter, N. 2005, Nat Rev Genet 6, 782-792.)
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TP N° 14 - GENEALOGIA. ANOMALIAS MONOGENICAS

GENEALQGfA: confeccién, importancia. Patrones genealégicos. Leyes de Mendel. ANOMALIAS
MONOGENICAS. Herencia autosémica dominante. Herencia autosomica recesiva. Calculo de riesgo.
Diagrama de Punnet. La ley de Hardy Weinberg. TP: resolucion de problemas.

OBJETIVOS
Al finalizar el trabajo practico, el alumno sera capaz de:
Calcular el riesgo de ocurrencia de trastornos monogénicos.
Construir un arbol genealogico o pedigrée.
Identificar patrones de herencia.
Calcular las frecuencias genotipicas y alélicas de una poblacion.
Aplicar la ley de Hardy-Weinberg
Explicar los mecanismos moleculares que subyacen a la herencia mendeliana.

1. Repase los conceptos basicos relativos a la herencia mendeliana (fenotipo, genotipo, segregacion,
segregacion independiente, dominante, recesivo, alelo, homocigota, heterocigota, cromosoma, locus,
hibrido, polimorfismo).

2. Los rasgos monogénicos se identifican por su patron de transmision familiar, para lo cual debe
construirse una representacion grafica de la familia llamada arbol genealogico o pedigrée. Indique cuales
son y qué indican los simbolos estandar que se utilizan para construir los pedigrées. Elabore una lista de
la terminologia basica utilizada y su significado.

3. Defina herencia autosomica. Enumere las caracteristicas que permiten identificar a la herencia
autosémica dominante y a la herencia autosémica recesiva. Dé ejemplos de cada una. Explique cémo
lleva a cabo el calculo de riesgo.

4. Existen diversos fendmenos que pueden afectar la manifestacion de un rasgo monogénico y, como
consecuencia, alterar el patron de herencia en el pedigrée. Explique esta afirmacion. Explique los
siguientes términos: expresividad, penetrancia, pleiotropia, manifestacion tardia, anticipacion,

heterogeneidad génica y alélica, mosaicismo. Consulte la bibliografia y cite ejemplos.

5. Explique los mecanismos moleculares de la dominancia y recesividad.

EJERCICIOS

1. Confeccione un diagrama de Punnett e indique el emparejamiento de un portador afectado (AD) y
uno sano. {Cual sera el porcentaje sano y cual el afectado?

2. Confeccione un diagrama de Punnett e indique el emparejamiento de un portador afectado (AR) y
uno sano. ;Cual sera el porcentaje sano y cudl el afectado?

3. Confeccione un diagrama de Punnett e indique la probable descendencia (en porcentaje) de dos
heterocigotas (AR): A) sanos y B) afectados.
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4. Construya arboles genealdgicos que no puedan indicar un patrén de herencia:
a. AutosOémico recesivo
b. Autosémico dominante
c. Ligado al X recesivo
d. Ligado al X dominante.

5. Cathy esta embarazada por segunda vez. Su primer hijo, Donald, padece fibrosis quistica. Cathy tiene
dos hermanos, Charless y Colin, y una hermana, Cindy. Colin y Cindy son solteros. Charles esta casado
con Carolyn y tiene una hija de 2 afios, Debbie. Los padres de Cathy son Bob y Betty. La hermana de
Betty, Barbara, es la madre del marido de Cathy, Calvin, quien tiene 25 afios. No hay historia previa de
fibrosis quistica en la familia.

a. Dibuje el arbol o pedigrée.

b. ¢Cual es el patron de herencia de la fibrosis quistica, y cual es el riesgo de padecerla para el
segundo hijo de Carina?

c. ¢Cudles individuos en este pedigrée son portadores obligados?

6. David y su abuelo materno Blas padecen hemofilia tipo A. La pareja de David, Diana, es la hija de la
tia materna de David. David y diana tienen un hijo, Eduardo, y dos hijas, Emilia y Elisa, todos ellos
sufren también de hemofilia A. También tienen una hija no afectada, Ema.

a. Dibuje el pedigrée.

b. (Por qué Emilia y Elisa estan afectadas?

c. ¢Cudl es la probabilidad de que un hijo de Elisa sea afectado? ;Y para una hija?

d. (Cual es la probabilidad de que un hijo de Ema sea afectado? ;Y para una hija?

7. Una pareja tiene un hijo con neurofibromatosis tipo 1 (NF1). Ambos progenitores son clinicamente
normales y ninguna de sus familias muestra historia previa de la enfermedad.

a. (Cudl es la explicacion mas probable para este caso?

b. (Cudl es el riesgo de recurrencia para otros hijos de esta pareja?

c. ¢Cudl es el riesgo de que un hijo del nifio afectado sufra también NF1?

8. Indique el patrén de herencia mas probable para cada una de los pedigrées adjuntos. Fundamente.
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FIGURA 1: (Emmert y col. 2002 J Inv Dermatol 118, 972-982)

Pedigrées de familias XP (Xeroderma Pigmentosum). (A) Se muestran seis generaciones de una familia
consanguinea. El paciente XP96TA (flecha) y su hermano afectado murieron antes de los dos afios de
edad. Los padres son heterocigotas obligados. (B) Se muestran cuatro generaciones de otra familia XP. El
paciente XP65BE (flecha) tiene una hermana no afectada. Los padres son heterocigotas obligados. Cuatro
familiares tienen cancer (MM, melanoma cutaneo, Breast Ca, cancer de mama, Throat Ca, cancer de
garganta)
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FIGURA 2: (Zlotogorski y col 2006 J Invest Dermatol 126, 1292—1296)

Monilethrix (Mendelian inheritance in man 158000) es un defecto congénito del pelo que muestra penetrancia
completa y expresividad variable. Los individuos afectados tienen pelo normal al nacer, pero en los primeros
meses de vida desarrollan pelos fragiles y quebradizos que tieneden a cortarse y producen grados variables de
alopecia distrofica. La figura muestra los pedigrées de 12 familias judias de Iran, Iraq y Marruecos en las que
se registraron rasgos microscopicos de monilethrix y sin evidencia de transmision vertical.
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FIGURA 3 (Padiath y col. ,2006 Nat Genet - 38, 1114 — 1123)

ADLD es una enfermedad neuroldgica progresiva lenta caracterizada por una dispersion simétrica en la
pérdida de mielina en el sistema nervioso central, con un fenotipo similar a la esclerosis multiple cronica
progresiva. En este estudio se identifico una duplicacion que causa ADLD. Los individuos afectados
portan una copia extra del gen de la proteina de la 1amina nuclear, laminina B1, lo que resulta en una
dosis génica incrementada en el tejido cerebral de individuos con ADLD.
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FIGURA 4 (https://instruct.uwo.ca)
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FIGURA 5 (Tamarin, R. “Principles of Genetics” 7° edicion, 2001, Editorial McGraw-Hill)
Pedigrées hipotéticos mostrando distintos patrones de herencia.
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TP N° 15 — HERENCIA MULTIFACTORIAL.
EPIGENETICA. OTROS TIPOS DE HERENCIA

HERENCIA MULTIFACTORIAL. Herencia poligénica y multifactorial. CONCEPTO DE
EPIGENETICA. Conceptos de genomica y protedémica. OTROS TIPOS DE HERENCIA. Herencia no
nuclear, herencia mitocondrial, citoplasmatica. Mutaciones dinamicas. Disomia uniparental, imprinting
gendmico.

OBJETIVOS

Al finalizar el trabajo practico, el alumno sera capaz de:
Definir herencia poligénica, rasgos cuantitativos, herencia multifactorial.
Explicar los mecanismos de herencia multifactorial
Describir el modelo que explica la manifestacion de enfermedades multifactoriales.
Explicar los conceptos de gendmica y protedmica.
Diferenciar los mecanismos de herencia nuclear y citoplasmatica.
Explicar los fenémenos vinculados a la herencia epigenética y sus consecuencias.
Describir los mecanismos moleculares y genéticos de imprinting y sus consecuencias.
Comprender y aplicar la ley de Hardy-Weimberg.

Analizar criticamente la literatura cientifica.

1. “Los fenotipos determinados por multiples loci con alelos que contribuyen en dosis al fenotipo, se
aproximan a una distribucién continua. Se dice que este tipo de rasgos exhiben una variacion continua,
cuantitativa o métrica” (Tamarin, R. “Principles of Genetics” 7° edicion, 2001, Editorial McGraw-Hill)
Explique la figura N°1 y defina “variacion fenotipica continua”. D¢ ejemplos.

FIGURA 1 (Passarge, E. “Color Atlas of Genetics”, 2° ed, 2001. Editorial Thieme)
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2. Explique qué es la herencia multifactorial, indique sus caracteristicas y qué la distingue de otros tipos
de herencia, estudiados en el TP N° 14. Distinga entre: rasgo poligénico y rasgo multifactorial.

3. La herencia de rasgos cuantitativos o continuos puede dar cuenta de la manifestacion de desoérdenes o
enfermedades multifactoriales discontinuas. Explique el modelo del umbral.

4. Explique por qué en las enfermedades multifactoriales, los factores de riesgo y, en consecuencia, el
umbral de riesgo aumentan con el grado de parentesco. Vea la tabla N° 1.

TABLA 1 (Turnpenny, P.; Ellard, S. “Emery’s Elements of Medical Genetics”, 13th Ed. 2007, Churchill
Livingstone, Elsevier)

Table 9.3 Degrees of relationship

Relationship Proportion of genes shared
First degree {1/2}

Parents

Siblings

Children

Second degree {1/4}

Uncles and aunts
Nephews and nieces
Grandparents
Grandchildren
Halt-siblings

Third degree {1/8}
First cousins

Great-grandparents
Great-grandchildren

5. Analice la figura N°2, consulte la bibliografia y defina: genoma, transcriptoma y proteoma.

FIGURA 2 El genoma, transcriptoma y proteoma. (Brown, T. “Genomes” 3" ed. 2006. Garland Science)

lTranscﬁptiOn

TRANSCRIPTOME
RNA copies of the active protein-coding genes

lTransIation

PROTEOME

The cell's repertoire of proteins
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6. La herencia nuclear consiste en la transmision de genes contenidos en los cromosomas nucleares de
padres a hijos. Explique en qué consiste la herencia no nuclear o citoplasmatica (vea el TP N° 10, punto
16).

7. Mencione las caracteristicas de un patron de herencia mitocondrial. Analice la figura N°3 e
identifique las caracteristicas que enumero. Repase los conceptos marcados con negrita en la leyenda de
la figura.

FIGURA 3 Herencia maternal de un desorden mitocondrial severo. (McFarland, R.; Clark, K. y col., 2002,
Nature Genetics 30, 145 — 146)

Pedigrée familiar: el propésito se indica con una flecha. Seis nifios murieron de acidosis lactica (L pH);
se indica el tiempo de muerte luego del nacimiento. Un nifio esta vivo con Sindrome de Leigh (Is). El
individuo afectado habia tenido un aborto espontianeo (sa), un aborto terapéutico (ta) llevado a cabo
debido a la ausencia de un cromosoma X (45, X0), y un embarazo ectopico (e). No hubo exposicion
intrauterina conocida a drogas o agentes infecciosos.
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8. Distinga homoplasmia de heteroplasmia. ;[Qué relacion tienen estos conceptos con la herencia
mitocondrial?

9. Explique el concepto de mutaciones dinamicas y cite un ejemplo.

10. Lea el articulo adjunto “Epigenética, ciencia de la adaptacion biologica heredable”. Explique qué es
la epigenética y cuales son sus mecanismos moleculares principales.

11. Explique el concepto de imprintig gendémico y en qué difiere de los patrones clasicos de herencia.
Consulte en la guia de TP N° 5, puntos 12 y 13 e indique los mecanismos moleculares que subyacen a los
fenémenos de imprintig que se ilustran en la figura 3.

FIGURA 4 (Reik, W.; Walter, J., 2001, Nature Reviews Genetics 2, 21-32)

La figura muestra un par esquematico de alelos sujetos a imprinting. Se indican las caracteristicas de los
genes con impronta tales como las islas CpG y repeticiones (flechas). La region detallada debajo de los
cromosomas destaca los cambios epigenéticos alelo-especificos, tales como condensacion nucleosomal
por medio de desacetilacion y metilacion (alelo 1); y descondensacion de la cromatina por acetilacion y
demetilacion (alelo 2). La competencia transcripcional del alelo 2 esta indicada por la union de un
complejo de transcripcion.
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12. Consulte la bibliografia y compare los siguientes casos: un individuo que presenta una disomia
uniparental del cromosoma 15, con un individuo cuyo cariotipo presenta una delecién en el brazo largo
del cromosoma 15.

a. Explique los términos en negrita.

b. Vincule estos casos con el concepto de impronta génica.

13. La ley de Hardy Weinberg es un modelo matematico que permite estimar las frecuencias genotipicas
y fenotipicas en una poblacion de una generacion a la siguiente, partiendo del conocimiento de las
frecuencias actuales. Esta ley requiere que la poblacion en estudio cumpla con ciertas condiciones: que no
se vea afectada por migracion, que el locus no sea susceptible de seleccion natural y que el apareamiento
con respecto a este locus sea al azar. Si estas condiciones se observan, entonces, para un locus con dos
alelos: A y a, existen tres genotipos posibles, cuyas frecuencias se pueden calcular segtn:

A a

A AA Aa AA=p®
(p?) (pq) Aa=2pq
a aa=q’
Aa aa
(p9) (@)

(ptqr=p2+2pq+q=1
(AA Aa aa)

68



a. En cierta poblacion africana que cumple con las condiciones de la ley de H-W, la frecuencia de individuos
con anemia falciforme es 0,09. ;Cudl es la frecuencia de portadores?

b. En una poblacion que cumple con las condiciones de H-W, la frecuencia de individuos con fenotipo
dominante para una enfermedad autosomica recesiva, es 0, 17. Calcule la frecuencia de heterocigotos y de
enfermos.
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TP N° 16 - TECNOLOGIA GENETICA

TECNOLOGIA GENETICA. Secuenciacion del ADN y diagnéstico de desérdenes genéticos. Proyecto
Genoma Humano. El ADN recombinante y la clonacion. Endonucleasas de restriccion. PCR. RFLP.
STRs. Dactiloscopia del ADN. Farmacogenética/farmacogendmica.

OBJETIVOS.
Al finalizar el trabajo practico, el alumno sera capaz de:
Explicar las técnicas que permiten el analisis del genoma.
Describir las herramientas moleculares utilizadas en la tecnologia genética.
Explicar las diversas aplicaciones de esta tecnologia.
Interpretar el patrén de bandas en una corrida electroforética.
Aplicar los conceptos referidos al analisis del ADN en situaciones particulares.

1. La naturaleza extensa de la diversidad genética es ilustrada por las sutiles variaciones
fenotipicas entre, y dentro de, diferentes grupos étnicos. Los polimorfismos bioquimicos, no facilmente
perceptibles en el fenotipo, también pueden ser detectados en muchas proteinas normales que existen en
varias formas en una poblacion. Tales variantes se explican por la existencia de alelos multiples a nivel
de los genes. El primero de esos polimorfismos en ser claramente definido fue el sistema de grupo ABO.
Los analisis genéticos moleculares han revelado un grado sorprendentemente elevado de variacion
genética. Aproximadamente 1 en 200 pb en el genoma humano es polimorfico. Estas variaciones son
particularmente frecuentes en regiones no codificantes del genoma e incluyen cambios en un solo par de
bases y variaciones en secuencias repetitivas. Un polimorfismo puede cambiar la secuencia de una
proteina cuando esta ubicado en regiones codificantes y la sustitucion cambia el aminodcido
especificado por un codon. Los polimorfismos son heredados de acuerdo con las leyes de Mendel, un
rasgo que es util en estudios de ligamiento o en aplicaciones forenses.

Los polimorfismos pueden no tener impacto en el fenotipo, o pueden contribuir a la diversidad de la
poblacion sin estar asociados a una enfermedad. Alternativamente, pueden contribuir a la
susceptibilidad a una enfermedad, o a su expresion. Un alto nivel de diversidad genética aumenta la
habilidad de una poblacion de adaptarse a condiciones ambientales cambiantes, y hace disminuir el
riesgo de enfermedades recesivas. (Kopp, P y Jameson, L. “Transmission of human genetic disease” en
Principles of Molecular Medicine, 1998, Humana Press.)

a. Explique el concepto de polimorfismo.

2. En genética, un marcador es cualquier diferencia en el ADN, sin importar como se detecte, cuyo
patron de transmision de generacion en generacion puede ser trazado. Cada individuo que lleva el
marcador, también lleva una extension de cromosoma a cada lado de él, de modo de marca una region
particular del genoma. Un gen mutante, o alguna porcion de un gen mutante, puede servir como
marcador genético. En el enfoque “clasico” de la genética, es la expresion en el fenotipo (o la falta de
expresion) lo que sirve de base para el andlisis genético. Por ejemplo, una mutacion que dé lugar a
semillas rugosas es un marcador genético, que puede ser identificado por su efecto en la forma de la
semilla. En el andlisis genético moderno, cualquier diferencia en la secuencia de ADN entre dos
individuos puede servir como marcador genético. Y aunque tales marcadores genéticos son generalmente
inocuos en si mismos, permiten conocer la posicion de genes que causan enfermedades y que su
secuencia de ADN sea aislada, identificada y estudiada.
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Los marcadores genéticos que son detectados por andlisis directo del ADN son llamados marcadores de
ADN. Estos son importantes en genética debido a que sirven de puntos de referencia en largas moléculas
de ADN, tales como las que componen los cromosomas, lo que permite rastrear diferencias entre los
individuos. Usando estos marcadores como referentes, los genetistas pueden identificar las posiciones de
genes normales, genes mutantes, rupturas en los cromosomas, y otros rasgos importantes en el analisis
genético. (Extraido de: Hartl, D.; Jones, E. “Genetics: Analysis of Genes and Genomes”, 6° ed. 2005.
Jones and Bartlett).

a.Explique, a partir de la lectura, el concepto de marcadores genéticos. Amplie su definicion
consultando la bibliografia.

3. Con el avance de numerosas técnicas de biologia molecular y genética del desarrollo, se lograron
grandes descubrimientos en la caracterizacion de genomas y en como los genes interactuan entre si en el
desarrollo. Para poder aplicar estos conocimientos en los seres humanos, primero se estudiaron
“organismos modelos”, entre los que podemos mencionar a E. coli (bacteria), S. cerevisiae (levadura), C.
elegans (nematodo), A. thaliana (planta), D. melanogaster (mosca), M. musculus (raton).

a.  Defina organismo modelo.

b.  Describa las caracteristicas necesarias que debe tener un organismo para ser considerado modelo
para el estudio genético.

c. Mencione las caracteristicas especificas de cada uno de los modelos mencionados anteriormente.

d.  (Por qué es importante y util conocer los procesos de desarrollo de dichos organismos para
comprender y orientar el estudio del desarrollo de otras especies?

\\ Chardotonal organ:
.

Drosophila melanogaster

4. Existen diferentes métodos que permiten identificar marcadores de ADN, o facilitar el aislado de
un fragmento particular de ADN de interés.(...) La mayoria de los procedimientos que permiten la
separacion e identificacion pueden ser agrupados dentro de dos categorias:

1. Aquellos que permiten identificar un fragmento de ADN especifico presente en un digesto de
ADN genomico basdndose en el hecho de que secuencias de ADN de hebra simple pueden, bajo ciertas
condiciones, formar una molécula bicatenaria con otra secuencia complementaria. Estos procedimientos
se basan en la hibridizacion de dcidos nucleicos.

Il. Aquellos que requieren previo conocimiento de la secuencia de ADN en los extremos del
fragmento de interés para poder, especifica y repetidamente, replicar este solo fragmento a partir de un
digesto de ADN genomico. Esos procedimientos se basan en la replicacion selectiva de ADN
(amplificacion), por medio de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

(Hartl, D.; Jones, E. “Genetics: Analysis of Genes and Genomes”, 6° ed. 2005. Jones and Bartlett)
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a.Consulte su bibliografia: ;Como se obtienen fragmentos de ADN para su estudio? ;Como se
separan los fragmentos de ADN gendmico para su posterior analisis?

b.Explique los fundamentos de los principales métodos a los que hace referencia el texto
(hibridizaciéon y PCR). Distinga entre aquellos procedimientos basados en la hibridacion de acidos
nucleicos, y aquellos basados en la amplificacion. Elabore un cuadro que resuma sus caracteristicas.

5. Revise los aspectos fundamentales de la organizacion del genoma humano. Distinga entre los
diferentes tipos de secuencias no codificantes (repetitivas, de copia Unica, etc.).

6. Entre los distintos tipos de polimorfismos utilizados en el analisis de ADN vy sus aplicaciones, se
encuentran los siguientes: Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs), Restriction Fragment Length
Polymorphisms (RFPLs), Variable Number of Tandem Repeats (VNTRs), Short Tandem Repeats (STRs).
En un cuadro comparativo establezca sus diferencias y aplicaciones. Analice el ejemplo que muestra la
figura 1.

7. Considere un pedigrée de cancer de mama familiar, en el cual un fragmento de ADN particular
sirve como marcador de una porcion de cromosoma que también incluye el gen mutante responsable del
riesgo aumentado de cadncer de mama. Construya un pedigrée adecuado e indique el patron de herencia
propio de este caso. ;Qué procedimiento le podria permitir identificar tal fragmento? ;Qué importancia
tiene la posibilidad de identificar un fragmento como ése?

8. La clonacion del ADN permite la produccion de multiples copias de un fragmento de ADN o gen
particular. La mayoria de los métodos que permiten clonar fragmentos de ADN comparten algunas
caracteristicas generales. Expliquelas brevemente.

9. (Qué es una genoteca? ;Como se identifica en ella un clon portador de un gen de interés?
10. Defina vector y dé ejemplos.
11. El nivel méximo de diseccion del genoma es la determinacion de la secuencia nucleotidica

completa de cada cromosoma. Se puede determinar con rapidez la secuencia de nucleoétidos de cualquier
fragmento de ADN clonado de hasta 800 pb de longitud con una técnica de secuenciacion sistematica: el
método Sanger o de terminacion de la cadena por dideoxi. Explique este método.

12. Busque definiciones de farmacogenética y farmacogenomica.

EJERCICIOS

1. Una victima de asesinato fue encontrada en avanzado estado de descomposicion, por lo que no pudo
ser identificada. La policia sospecha que es una de cinco personas que se han informado desaparecidas
por sus familiares. Se llevo a cabo un analisis de ADN con tejidos de la victima (X) y con muestras de las
cinco parejas de padres (A a E), usando sondas para dos marcadores de ADN muy polimorficos ubicados
en dos cromosomas diferentes (“locus 1” y “locus 2”). El resultado se muestra en el diagrama. (Hartl,
“Genetics: Analysis of Genes and Genomes”, Jones and Bartlett)

a) (Como interpreta el hecho de que el ADN gendémico de cada individuo muestra dos bandas?

b) (Puede Ud. identificar a los padres de la victima? Explique su razonamiento.
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2. Una colilla de cigarrillos encontrada en la escena de un robo presenta suficiente cantidad de células
epiteliales bucales adheridas al papel como para permitir que el ADN sea extraido y analizado. La figura
muestra los resultados del andlisis de tres marcadores (locus 1, 2 y 3) para la evidencia (X) y 7
sospechosos (A a G). (Hartl, “Genetics: Analysis of Genes and Genomes”, Jones and Bartlett)

a) (Cual de los sospechosos puede ser excluido?
b) (Puede Ud. identificar al ladron? Explique.

AEMCI D ETFG X AMFEMCIDMEIFMIG X
f— [
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3. El esquema muestra fragmentos de ADN con el sitio de corte para una enzima de restriccion y el sitio
de hibridacion de dos sondas: A y B. Una mezcla de los dos tipos de moléculas fue digerida e hibridizada
con cada una de las sondas por separado. En el gel que acompaiia, indique las bandas que resultarian del
uso de cada una de esas sondas (la escala a la derecha indica las posiciones esperadas para fragmentos de
1 a 12 kb). (Hartl, “Genetics: Analysis of Genes and Genomes”, Jones and Bartlett)
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4. El esquema muestra la posicion en que hibridiza una sonda para un analisis de RLFP. (Hartl,
“Genetics: Analysis of Genes and Genomes”, Jones and Bartlett)

a) Con respecto a este RFLP, ;cudntos genotipos son posibles?

b) En el diagrama del gel, indique los genotipos en la parte superior, y los fenotipos que espera para
cada uno.

4 kb B kb
- — I I
12 kb
I I |
1 ™1 ™
L 12 kb
L9 kb
— G kb
---------- 4 3kb
---------- 4 1 kb

e. Enlaescena de un crimen, la tnica evidencia que se encontré del criminal es una pequefia mancha de
sangre. Se llevo a cabo el analisis de ADN, usando 4 sondas que reconocen diferentes locus, y se compar6
la evidencia (E) con muestras de dos sospechosos (S1 y S2)

a) Basandose en los resultados, ;puede alguno de los sospechosos ser desvinculado del crimen? ;Cual?
(Por qué? (Cummings, M. “Essentials of Genetics”, Prentice Hall)

b) ¢/Qué tipo de polimorfismo fue analizado?
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Probe 1 Probe 2

E 51 57 E 51 52
Frobe 3 Probe 4
E 51 57 E 51 52

7. La figura muestra la parte significativa de la autorradiografia resultante de analizar, con una sonda de
locus  unico, varias muestras de ADN en una investigacion de  violacion.
(http://www.biology.arizona.edu/human_bio/activities/blackett/introduction.html)
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Las muestras de ADN fueron las siguientes:
(1) muestra conocida de sangre de la victima

(2) muestra conocida de sangre del sospechoso A
(3) muestra conocida de sangre del sospechoso B

(4) ADN marcadores de tamafio

(5) fraccion femenina de la prueba de ataque sexual
(6) fraccion masculina de la prueba de ataque sexual
Si fuera Ud. el analista de ADN, ;cudl seria su conclusion?

6. En una familia con un hijo con sindrome de Down

se lleva a cabo un estudio de RFLPs en el

cromosoma 21. El polimorfismo estudiado presenta alelos de 7, 6, 5, o 4 kb. El diagrama muestra los
resultados del Southern Blot para el nifio, su padre y su madre. ;Podria usted indicar en cuél de los dos
progenitores tuvo lugar la no disyuncion? ;Podria indicar en qué estadio de la meiosis? (Collins,
Gelehrter, Ginsburg, “Principles of Medical Genetics”, 2° ed Williams & Wilkins)

Padre Madre

Nifio

kb

FIGURA 1

(White y col., 2000, “Autosomal dominant hypophosphataemic rickets is associated with mutations
in FGF23” Nature Genetics 26, 345 — 348)
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Analisis de la mutacion. El cambio (527G—+A) del gen FGF23 R176Q encontrado en las familias 1406 y
1478 disrrumpe un sitio de corte para Acil, por lo que los primeros fueron disefiados para flanquear la
region que contiene la mutacion. El analisis de RFLP mostré que la mutacion segrega con el haplotipo de
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la enfermedad en ambas familias. El producto de PCR control fue digerido en fragmentos de 112 pb, 49
pb y 33 pb, mientras que los alelos mutantes dieron fragmentos de 112 pb y 82 pb, analizados en
electroforesis en geles de agarosa. La familia 2318 tiene una mutacion R179W (535C—T) que crea un
sitio de restriccion para Bpml. El analisis de RFLP mostré que el producto de PCR del alelo normal no
fue digerido, dejando la banda original de 194pb, mientras que los alelos mutantes fueron cortados
resultando fragmentos de 118 pb y 76 pb. La sustitucion R179Q (536G—+A) en la familia 329 no crea ni
destruye un sitio de restriccion, pero el cambio que segrega en la familia es detectable por analisis de
secuencia
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TP N° 17 — CICLO CELULAR

CICLO CELULAR. Etapas y sus valores promedio en los distintos tipos celulares. Caracteristicas de las
fases. Regulacion del ciclo celular. Proto-oncogenes. Genes de supresion tumoral. Oncogenes. Mitosis y
citocinesis. Estrategia general. Mecanismos regulatorios. Descripcion. Apoptosis. MEIOSIS. Estrategia
general. Descripcion. Sinapsis y complejos sinaptonémicos. Quiasmas y recombinacidén génica. Ventajas
evolutivas.

OBJETIVOS.
Al finalizar el trabajo practico, el alumno sera capaz de:
Explicar el concepto de ciclo celular y sus etapas.
Explicar los fenémenos moleculares que impulsan y regulan el ciclo celular.
Describir las etapas de la division celular.
Explicar la accidon e importancia de los proto-oncogenes y de los genes supresores de tumores.
Definir apoptosis y explicar los mecanismos moleculares que involucra.
Explicar los eventos citologicos y moleculares de la meiosis, su importancia y consecuencias.

1. “Una célula se reproduce siguiendo una ordenada secuencia de eventos en la cual duplica su
contenido y luego se divide en dos. Este ciclo de duplicacion y division, conocido como Ciclo Celular, es
el mecanismo esencial por el cual todos los seres vivos se reproducen. Los detalles del ciclo celular varian
de organismo en organismo y en diferentes momentos durante la vida de un individuo. Aun asi, ciertas
caracteristicas son universales, dado que el ciclo debe comprender, como minimo, un set de procesos que
una célula debe llevar a cabo para lograr su tarea mas fundamental: copiar y pasar su informacion
genética a la siguiente generacion de células. Para producir dos células hijas idénticas, el ADN de cada
cromosoma debe ser fielmente replicado, y los cromosomas replicados deben entonces ser segregados con
precision a las dos células hijas, de manera que cada célula reciba una copia entera del genoma. La
mayoria de las células también deben duplicar sus otras organelas y macromoléculas; de otro modo, cada
vez que se dividen se volverian mas y mas pequefias. Asi, para mantener su tamaio, las células que se
dividen deben también coordinar su crecimiento con su division. ” (Alberts, Bray, Hopkin y col.
“Essential Cell Biology”, 2" edition, 2003. Editorial Garland Science.)

a. Explique qué fenomenos deben ser coordinados cuando una célula se reproduce y por qué.

b. Enumere las diferentes etapas de ciclo celular y detalle los fendmenos que ocurren en cada

una de ellas.

2. La coordinacién y control de los eventos que tienen lugar durante el ciclo celular son llevados a cabo
por un conjunto de proteinas regulatorias que aseguran que los procesos celulares relacionados con el
crecimiento y division se completen y alternen de manera ordenada.

a. Describa los principales tipos de proteinas que regulan el ciclo celular.

b. Defina la funcion de ciclinas y quinasas dependientes de ciclinas. Explique su interaccion.

c. Contraste los papeles de las ciclinas y CDKs.

d. Elabore un texto para explicar la figura:
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FIGURA 1 (Alberts, Bray, Hopkins y col. “Essential Cell Biology”, 2™ edition, 2003,Garland Science)

mitosis interphase mitosis interphase
Cdk —
activity

cyclin
concentration

relative concentration

3. La fosforilacion de proteinas es uno de los mecanismos de regulacion molecular mas ubicuos en las
células, ;jen qué consiste y como se revierte? Dé un ejemplo concreto que ocurra durante el control del
ciclo celular.

4. Explique los conceptos de punto de restriccion y GO.

5. Leay analice el siguiente parrafo (Tomado de Alberts, Bray, Hopkins y col. “Essential Cell Biology”,
2" edition, 2003. Editorial Garland Science.)

“Los organismos unicelulares como bacterias y levaduras tienden a crecer y dividirse tan rapido como
pueden, y su tasa de proliferacion depende principalmente de la disponibilidad de nutrientes en el
ambiente. En contraste, las células en un organismo multicelular deben ser controladas de manera que una
célula individual se divida s6lo cuando una nueva célula se requiera en el organismo (para permitir el
crecimiento tisular o para reemplazar la pérdida celular). Asi, para que una célula animal se divida o
crezca, o0 aun sobreviva, los nutrientes no son suficientes. También debe recibir sefiales quimicas de otras
células, usualmente sus vecinas.

La mayoria de las moléculas sefializadoras que influyen sobre la division, crecimiento y supervivencia
celular son proteinas solubles secretadas por otras células, o proteinas unidas a la superficie de otras
células o a la matriz extracelular. Aunque la mayoria actiia positivamente para estimular uno u otro de
estos procesos celulares, algunas actuan negativamente para inhibir un proceso particular. Las sefiales que
actuan positivamente pueden dividirse, basandose en su funcion, en tres clases principales:

e Mitégenos, que estimulan la division celular, principalmente suprimiendo los mecanismos
intracelulares que tienden a bloquear la progresion a lo largo del ciclo celular.

e Factores de crecimiento, que estimulan el crecimiento celular (incremento en la masa celular)
promoviendo la sintesis (e inhibiendo la degradacion) de proteinas y otras macromoléculas.

e Factores de supervivencia, que promueven la supervivencia de la célula suprimiendo la apoptosis.
Estas categorias no son mutuamente excluyentes, muchas sefiales moleculares tienen mas de una de estas
funciones. Desafortunadamente, el término “factor de crecimiento” es usado con frecuencia para describir
a una proteina con cualquiera de esos roles”.

a. Consulte la bibliografia y describa un ejemplo de cada uno.

b. Explique qué son los proto-oncogenes, y los oncogenes. Cite ejemplos y relacionelos con el parrafo
del encabezado.

c. Explique qué son los genes supresores de tumores; dé ejemplos

6. La mitosis procede a través de una serie de estadios cada uno de los cuales presenta caracteristicas
particulares respecto de la conformacion y localizacion de los cromosomas, entre otros aspectos.
Repaselos brevemente.

7. Distinga mitosis de citocinesis.
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8. Siaun cultivo de células en proceso de division se las somete a la accion de la colchicina, una droga
que interfiere con el funcionamiento del huso mitotico, jen qué fase de la mitosis se veran arrestadas?
Fundamente.

9. Para que la segregacion ocurra adecuadamente, los cromosomas deben unirse en forma apropiada a
los husos mitoticos (TP N° 11). Describa la organizacion de las secuencias centroméricas, su
importancia, la formaciéon de los cinetocoros y su union a las proteinas del huso acromatico.

10. Explique como se define “muerte celular” y en qué circunstancias ocurre. Distinga necrosis de
apoptosis.

11. La apoptosis es mediada por una cascada proteolitica intracelular. Explique sus componentes y
fundamentos basicos.

12. Explique el papel de la familia de proteinas intracelulares Bcel-2.

13. Defina los términos haploide y diploide. Indique qué procesos de division se vinculan con cada uno
y por qué.

14. La meiosis presenta etapas caracterizadas por eventos particulares. Describalas.

15. Explique como ocurren los fenémenos de recombinacion y como estan mediados molecularmente
(formacion del complejo sinaptonémico, recombinacion de sitio especifico). Explique la importancia de la
recombinacion.

16. La meiosis se puede describir como un proceso de division y de diferenciacion celular, explique por
qué.

17. Las aneupolidias (trisomias o monosomias) son las anomalias cromosdémicas mas comunmente
identificadas en los seres humanos, apareciendo en al menos el 5% de los embarazos. La mayoria de los
conceptos aneuploides perecen in tutero, lo que hace de ésta la principal causa de pérdida de embarazos.
Aun asi, algunos fetos aneuploides sobreviven a término y, como clase, las aneuploidias son la causa mas
comun de retardo mental (Hassold, Hunt, 2001, Nat Rev Genet 2, 280-291).

Explique los eventos de no-disyunciéon o segregacion anormal durante la division celular y sus
consecuencias.
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TP N° 18 - MUTACION. GENETICA BIOQUIMICA
GENETICA Y CANCER

MUTACION. Mutigenos, carcindgenos, teratdgenos. Mutaciones y reparacion. Efectos ambientales.
Actividad de la telomerasa y envejecimiento. GENETICA BIOQUIMICA. Defectos en la reparacion de
nucledtidos y enfermedades hereditarias. Aberraciones genéticas del metabolismo. El papel de las
proteinas. Aplicaciones en la practica médica. Conceptos de: malformaciones unicas o multiples.
Sindromes, secuencias, asociaciones, displasia, disrupcion y deformacion. GENETICA Y CANCER.
Mutaciones y etiologia del cancer. Tumores. Formas hereditarias del cancer. Cromosomas y cancer. El
cancer y el ambiente. Importancia en procesos patologicos.

OBJETIVOS

Al finalizar el trabajo practico, el alumno sera capaz de:
Definir el término mutacioén y explicar los fenomenos que lo originan.
Explicar la base molecular de la patogenia que resulta de las alteraciones en el ADN.
Describir la organizacion de los telomeros y sus funciones estructurales y vinculadas a la
longevidad celular.
Explicar la relacion entre las enfermedades genéticas y las alteraciones en el metabolismo celular.
Explicar la naturaleza genética del cancer.
Describir los fendmenos moleculares y celulares que participan en la aparicion de un cancer.
Explicar la funcion de algunos genes en la regulacion normal de la proliferacion celular y en la
generacion del cancer.

1. Defina el término mutacion. Explique qué son los mutdgenos. Elabore un cuadro de los mutagenos
mas comunes y su accion sobre el genoma.
2. Explique como operan los mecanismos de reparacion del ADN.

3. Clasifique los distintos tipos de mutaciones segun la alteracion en la secuencia del ADN. En la figura
N° 1, identifique los tipos principales.
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FIGURA 1 (Collins, Gelehrter, Ginsburg, “Principles of Medical Genetics”, 2° edicion. 1.998. Editorial
Williams & Wilkins)
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4. En relacion con la actividad bioldgica del producto génico resultante, las mutaciones pueden ser: nulas, de
pérdida de funcion y de ganancia de funcion. Explique brevemente cada una y cite ejemplos.
5.  Explique qué son las mutaciones dindmicas.
6. Defina: heterogeneidad alélica, heterogeneidad génica, heterocigotos compuestos, genes modificadores.
7. Indique la funcién normal de los telomeros en la integridad y distribucion intranuclear de los cromosomas.
Repase como ocurre la replicacion del ADN a nivel de los telomeros. (Cual es la relacion entre telomerasa y

envejecimiento celular? ;Cual es la relacion con el cancer?

8. Las enfermedades genéticas se deben a mutaciones en genes de diferentes clases de proteinas: enzimas,
transporte y almacenamiento, estructurales, entre otras. Mencione y explique ejemplos de cada una.

9. Establezca una relacion entre genética y metabolismo: ¢por qué se habla de aberraciones o defectos genéticos
del metabolismo?

10. ;Cuales son los mecanismos de la patogenia en las enfermedades causadas por mutacion de una determinada
enzima? Mencione y explique brevemente algunos ejemplos.

11. Analice y dé mas ejemplos de los siguientes conceptos:

e Malformacion: defecto morfoldgico de un organo o region debido a una falla en los mecanismos
bioldgicos del desarrollo (Desarrollo intrinsecamente anormal). Ej: falla en los mecanismos implicados
en la fusion de los procesos palatinos, generando la presencia de paladar figurado o hendido como
malformacion. Dé otros ejemplos de malformaciones tnicas o multiples.

e Sindrome: anomalias de presentacion multiple con una causa conocida. Ejemplo: sindrome de Down
(causa cromosémica).

e Secuencias: anomalias de presentacion multiple en las que un primer defecto lleva en cadena a la
aparicion consecuente de los demas. Ejemplo: Secuencia de Potter, en la que el defecto primario es la
aparicion de una anomalia renal, la deficiencia de la funcion renal lleva a la disminucion de produccion
de liquido amnidtico, hay oligoamnios. El liquido amnidtico moldea al pulmén en desarrollo, su
disminucién provoca hipoplasia pulmonar. El oligoamnios produce ademas poco espacio para la
movilidad fetal. Las articulaciones pueden deformarse o volverse rigidas por la escasez de espacio.
Este espacio disminuido moldea los caracteres faciales de una forma particular.
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e Asociaciones: son anomalias de presentacion multiple sin relacion etioldgica (en principio), pero con
una frecuencia de aparicion conjunta mayor a la esperada por el azar. Ejemplo: Vacter (acrénimo de
los lugares que puedan tener anomalias asociadas V: vértebras; A: ano-recto; C: corazon; TE: traqueo
esofagico; R: renal).

e Displasia: defecto en el patrén de organizacion intrinseco de un tejido. Generalmente estan causadas
por mutaciones en genes que producen anomalias de proteinas estructurales o proteinas con funcion
enzimatica. Ejemplo: displasias esqueléticas enfermedades metabolicas de atesoramiento, displasias
ectodérmicas.

e Disrupcion: defecto estructural por destruccion o interferencia en el desarrollo de estructuras
previamente normales. Los factores que las producen pueden ser vasculares, infecciosos, quimicos,
fisicos, enfermedades maternas y también fuerzas mecanicas. Los agentes teratogenos son
disruptivos.

Ejemplo de disrupcion: cataratas congénitas debido al virus de la Rubéola.

e  Deformacion: forma o posicion anormal de una parte del cuerpo causada por fuerzas mecanicas que
distorsionan estructuras normales. En general estan producidas por fuerzas mecanicas extrinsecas al
feto. Ejemplo: Pie bot debido a oligoamnios.

12. Explique la siguiente afirmacién: EL CANCER ES UNA ENFERMEDAD GENETICA. Indique
qué elementos le permiten justificar dicha afirmacion.

13. Diferentes genes han sido vinculados con la etiologia del cancer. ;Qué funciones generales en la
biologia de la célula cumplen las proteinas codificadas por éstos?

14. Indique las diferencias entre: oncogenes, genes supresores de tumores y proto-oncogenes. Dé
ejemplos (vea el punto 5 del TP N° 17)

15. Explique la hipdtesis del doble impacto en la generacion de cancer por mutaciones en genes
supresores de tumores.

16. “Aunque en cualquier paciente individual el desarrollo ¢ un cancer usualmente no puede ser
adscrito a la anomalia en un solo gen heredado, a nivel celular el cancer es una enfermedad genética.
Cada célula humana contiene un programa genético complejo y muy regulado que controla el
crecimiento y diferenciacion celular normal. El céncer resulta de la disrupcion de este patrén de
regulacion normal, llevando al crecimiento celular y proliferacion descontrolada que es reconocida como
tumor maligno” (Collins, Gelehrter, Ginsburg, “Principles of Medical Genetics”, 2° edicion. 1.998.
Williams & Wilkins)

a. Explique el papel de la proteina p53 en la etiologia de ciertos canceres y en la apoptosis.

b. Explique la relacion entre proteina Ras y cancer (vea el punto 24 del TP N° 7).

17. “Si bien la mayoria de los tumores malignos son de origen clonal (...), esto no debe ser
interpretado como que el origen del tumor es una tinica mutacion. Tal como fue anunciada, la hipotesis de
las mutaciones multiples (o de “impactos multiples”) considera que el establecimiento de un tumor
maligno requiere que ocurran sucesivamente un niumero de mutaciones, no inferiores a dos, en la misma
célula.” (Solari, A. J. “Genética humana. Fundamentos y aplicaciones en medicina”, 3° edicion, 1999.
Editorial Médica Panamericana)

“Ha quedado claro que muchos canceres cargan multiples mutaciones, la mayoria de las cuales
probablemente no tengan efecto significativo en el crecimiento del tumor. La anomalias cariotipicas
groseras, inestabilidad de microsatélites generalizada, pérdida frecuente de alelos, y inserciones y
deleciones pequenas a gran escala, han sido encontradas en los tipos mas comunes de canceres”
(Tomlinson, y col., 2002 “How many mutations in cancer?” American Journal of Pathology. 160:755-
758)

a. Explique qué significa “origen clonal” del cancer.

b. Analice las figuras 2 y 3 y explique como ilustran los conceptos basicos expresados en los parrafos de
arriba.

c. Repase y explique los términos marcados con negrita.

d. Consulte la bibliografia y dé¢ ejemplos de activacion de oncogenes por anomalias cromosomicas (ej:
translocacion).
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FIGURA 2. (Luo, Elledge, 2008, “Cancer: Deconstructing oncogenesis”’ Nature, 453, 995-996)
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Las mutaciones oncogénicas en el gen del factor de transcripcion p53 y en la proteina GTP asa Ras — que
individualmente tienen efecto limitado en la promocioén del cancer- cooperan en transformar células
normales en células cancerosas. En este ejemplo, la mutacion del gen de p53 afecta la expresion del grupo
de genes A y la mutacion del gen de Ras modifica la expresion del grupo de genes B. Cuando tanto el gen
de p53 como el de Ras estan mutados en la misma célula, ambos regulan en forma sinérgica el subset de
genes (AB) conocidos como genes de respuesta cooperativa (cooperation response genes, CRGs), que
resultan ser mediadores cruciales de la formacion de tumores.
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FIGURA 3. (Schmit, 2003 “Senescence, apoptosis and therapy-cutting the lifelines of cancer” Nat Rev
Cancer 3, 286-295)
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Los tumores adquieren una multitud de rasgos que promueven el crecimiento. Algunos de ellos son
capacidades celulares autonomas (triangulo de abajo), tales como el escape de la apoptosis o senescencia
celular (potencial replicativo ilimitado). Capacidades adicionales no autébnomas reflejan la adquisicion
gradual de propiedades de crecimiento que son proporcionadas por el ambiente del tumor, tales como
autosuficiencia de sefiales de crecimiento e induccion de la angiogénesis (triangulo de arriba). De todas
formas, no todas esas capacidades son esenciales para la induccion del fenotipo maligno.
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