‘,.II!I.III-' d ¢

= Ciencias Quimicas

y Farmacéuticas

Universidad de Chile
PROGRAMA DE CURSO primavera 2021

Unidad Académica

Tipo de actividad curricular

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas

Obligatoria

Semestre SCT Horas de trabajo presencial Horas de trabajo no presencial
5 8 9 3
Nombre de la actividad curricular Requisitos

Estructura y Funcion de Proteinas

FisicoQuimica Il
Bioquimica general

Competencias a las que contribuye el curso

Sub-competencias

INV. 1. Indagar literatura cientifica y técnica,
utilizando criterios de seleccién y pertinencia,
discriminando lo relevante y dominando diversas
herramientas de busqueda de informacion.

INV. 2. Aplicar el método cientifico para proponer
y resolver problemas basicos y/o aplicados en
sistemas bioldgicos, integrando el conocimiento de
resultados experimentales y los mecanismos
moleculares y las transformaciones quimicas
involucradas en los procesos biolégicos.

INV. 3. Comunicar conocimiento cientifico a
publicos expertos y no expertos, a través de
estrategias de divulgacidn y ensefianza del
conocimiento cientifico, adaptandose al contexto
sociocultural de los receptores y aprendices.

INV. 1.2. obtiene e

informacién de la literatura cientifica y de las

Busca, interpreta la

principales bases de datos bioldgicos.

INV.2.1. Soluciona problemas quimico bioldgico,
mediante argumentaciones légicas desde la
racionalidad quimica-bioldgica en trabajos de
laboratorio de investigacion cumpliendo con las
normas vigentes de seguridad, manipulacién vy
eliminacidon de residuos quimicos y/o bioldgicos,
con respeto al medioambiente.

INV.2.3. Disefia y/o ejecuta estrategias
experimentales en forma auténoma, eficaz y
eficiente, discriminando los métodos
experimentales y la instrumentacién mads
apropiada para el abordaje y la resolucién de la
problemdtica planteada.

INV.2.4. Evalua la validez de la hipétesis, mediante
el analisis y la interpretacidn critica de los datos
experimentales.

PROPOSITO GENERAL DEL CURSO

El Propdsito de este curso es que el estudiante explique la estructura, la organizacién y los cambios
conformacionales de las proteinas para analizar los mecanismos de reaccion y regulacién enzimatica,
asi como, los fendmenos de interaccidn proteina-proteina y proteina-ligando.

Disefia y ejecuta procedimientos experimentales para abordar el estudio de problemas relacionados
con BQ de proteinas. Ademas, analiza e interpreta criticamente los resultados experimentales.

Genera un texto de revision bibliografica actualizada. Asimismo, expone y argumenta las ideas
contendidas en el texto frente a un publico especializado.
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La metodologia del curso incluye clases expositivas, discusiones tedricas de contenidos y resolucién de
problemas en sesiones de trabajos colaborativos, trabajos experimentales en laboratorio, revision
bibliografica de un tema asignado en forma grupal y su presentacion publica.

RESULTADOS DE APRENDIZAJE

RA1: Explica los mecanismos de catalisis de las enzimas.

RA2: Evalta y aplica tanto modelos como metodologias para el estudio de cambios conformacionales,
eventos de unidon de ligando a proteina y de mecanismos de funcionamiento de proteinas.

RA3: Aplica los principios del equilibrio quimico y la teoria del estado de transicién para estudiar el
mecanismo de plegamiento de las proteinas y su estabilidad estructural.

RA4: Genera un texto de revision bibliografica cientifica. Adema3s, es capaz de plantear y defender las
ideas contenidas en el texto frente a los profesores y compafieros.

RA5: Disefia y ejecuta procedimientos experimentales para abordar el estudio de problemas
relacionados con BQ de proteinas. Comunica y discute con rigor cientifico los resultados
experimentales.

Competencias genéricas gue se desarrollan en este curso:

- Trabajo en equipo, el cual promueve a su vez el desarrollo tanto de habilidades comunicativas
como sociales.

- Creatividad, enfatizado en la resolucion de problemas.

- Etica y Responsabilidad tanto social como personal.
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RA a que Numero Nombre de la Unidad Duracién en Semanas

contribuye la Unidad

RA2, RA3 y RA4 01 Mecanismos alostéricos de 2
regulacion enzimatica

Contenidos

Indicadores de desempeiio

Bibliografia por unidad

Mecanismos de regulacion alostérica
de enzimas de rutas metabdlicas
controladas por retroalimentacién.

Modelos
comportamiento

para el estudio de
cooperativo en

enzimas alostéricas.

Explica el comportamiento
sigmoidal y cooperativo de estas
enzimas con su sustrato e
identifica la accién de los
efectores alostéricos activadores
e inhibidores en el
comportamiento cinético de estas
enzimas.

Identifica con ejemplos el tipo de
mecanismo (concertado o
secuencial) en enzimas
alostéricas, desde el punto de
vista estructural y cinético.
Interpreta resultados
experimentales utilizando
modelos alostéricos.

Gerhart J. From feedback
inhibition to allostery: the
enduring example of
aspartate
transcarbamoylase. FEBS
Journal 281 (2014) 612-
620.

Changeux J-P. 50 years of
allosteric interactions: the
twists and turns of the
models. Nature Reviews
14 (2013) 819-829.

RA a que Numero Nombre de la Unidad Duracién en Semanas
contribuye la Unidad
RA2, RA4yRA5 02 Métodos para el estudio de la Durante todo el curso
Estructura y Funcion de 5
Proteinas
. . " Bibliografia por unidad
Contenidos Indicadores de desempeiio

e Principios basicos de técnicas | Interpreta los espectros de | Lakowicz JR. Principles of

espectroscépicas para el estudio de
la estructura y funcion de
proteinas: técnicas
espectroscopicas y de magnéticas.
A) espectroscopia de
fluorescencia; B) actividad Odptica;
C) resonancia magnética nuclear y
electrénica.

fluorescencia, dicroismo circular y
de resonancia magnética nuclear
y electronica para obtener
informacién respecto a los
cambios conformacionales que
experimentan las  proteinas
relacionados con su funcion.

Fluorescence, 2006. 3th
edition. Cap 1; cap 8 (8.1
a 8.5); cap 10 (10.1-10.3 y
10.5); cap 11 (11.1-11.3);
cap 13 (13.1-13.4)

Tinoco et al. Physical
Chemistry.2014. Caps 13
y 14,
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Espectroscopia de fluorescencia:

factores que gobiernan la
intensidad de la  emision,
propiedades de los grupos

fluorescentes intrinsecos y
extrinsecos, sensibilidad a cambios
del medio ambiente, mediciones
de distancia intercromoforos,
seguimiento de unidn de ligandos y
de cambios conformacionales.

Tipos de mediciones de
fluorescencia y las ecuaciones
involucradas.

Resonancia magnética nuclear vy
electrénica: determinacion del
momento  magnético, y las
ecuaciones respectivas, analisis de
los espectros, aplicaciones al
estudio de macromoléculas vy
grupos paramagnéticos.

Metodologias de cromatografia y
precipitacion por sales para la
purificacién y concentracion de
proteinas.

Métodos para la produccién y
purificacién de proteinas

A partir de los principios quimicos
y fisicos que gobiernan |Ia
fluorescencia, disefa estrategias,
de forma tedrica y experimental,
para estudiar los cambios
conformacionales, mecanismos
de reaccién enzimdtica, estructura
y plegamiento de proteinas, unidn
de ligandos a macromoléculas.

Disefia estrategias experimentales
de aplicaciéon de mediciones de
fluorescencia.

Disefia estrategias para estudiar
metaloproteasas e interaccion
proteina-ligando, mediante
técnicas de NMR y de EPR.

Disefia estrategias de purificacién
de proteinas.

Van Holde et al. 2006.
Cap9, 10.11,12,15
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RA a que Numero Nombre de la Unidad Duracién en Semanas
contribuye la Unidad
RA1, RAd4yRA5 03 Mecanismos de reaccion 5
. . 5 Bibliografia por unidad
Contenidos Indicadores de desempeiio
e Principios de la cinética de | Interpreta resultados cinéticos | Voet D & VoetJ,
multisustratos en estado | (estado estacionario, pre-estado | Biochemistry, 2011. Cap

estacionario: reacciones ordenadas,
al azar (desordenadas) y ping pong
(doble desplazamiento)

Principios de cinética pre-estado
estacionario/transiente. Descripcion
de metodologias de medicion vy
analisis de los resultados de cinética
de pre-estado estacionario,
transiente y en condiciones de altas
concentraciones de enzimas

Mecanismos de catalisis enzimatica:
Catalisis intramolecular, por
proximidad y orientacién, acido-

basica, covalente (nucleofilica vy
electrofilica), electrostdtica, por
iones metalicos, por union

preferencial al estado de transicion.

Mecanismos de reaccién de enzimas
como  seril-proteasas, cisteinil-
proteinas, ribonucleasa, lisozima,
metaloenzima y quinasas.

estacionario y cinética rapida)
para determinar el tipo de
mecanismo cinético de las

reacciones catalizadas por las

enzimas.

Explica cémo los mecanismos
quimicos de catalisis contribuyen
al aumento de la velocidad de las
reacciones enzimaticas y propone
herramientas experimentales que
permiten identificar los tipos de
mecanismos de reaccién
involucrados y que dan cuenta de
la funcién en una enzima.

Disena estrategias para
determinaciéon de mecanismos
cinéticos y de residuos del sitio
activo.

3,13y 14

Cleland, W. W. (1963)
The kinetics of enzyme-
catalyzed reactions
with two or more
substrates or products.
Biochim. Biophys. Acta
67, 104-137.

Ferhst A. Structure and
mechanisms in protein
science, 1999.

Cap 1 seccidon F,

Cap 2 secciones A-H,
Cap 3 seccion J

Cap 5 secciones B, D, E,
G, Cap 7 secciones Ay
B), Cap 9 secciomes Ay
B, Cap 11 secciones Ay
C. Capl2 secciones Ay
B

Cornish-Bowden A,
Fundamentals of Enzyme
Kinetics, 4th ed. 2009,
Cap 8.
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RA a que Numero Nombre de la Unidad Duracién en Semanas
contribuye la Unidad
RA2, RA3y RA4 04 Estructura y mecanismos de 2
plegamiento de proteinas
. . . Bibliografia por unidad
Contenidos Indicadores de desempefio

Mecanismos de plegamiento y mal
plegamiento de proteinas como
pregunta bioldgica fundamental.

Hipdtesis termodinamica de
Anfinsen.

Conceptos generales del equilibrio
quimico y barrera de energia libre
para comprender los procesos de
formacidon de la estructura de las
proteinas y cambios
conformacionales que experimentan
las proteinas.

Aplicacidn de diversas metodologias

espectroscopicas para la
determinacién de la estabilidad de
una proteina mediante

desplazamiento de su equilibrio
conformacional.

Métodos de estudios cinéticos para
caracterizar el mecanismo de
plegamiento de las proteinas.

Importancia de las interacciones
cooperativas las proteinas en sus
mecanismos de plegamiento y
estabilidad estructural.

Mal plegamiento de proteinas

Explica el proceso de plegamiento
de una proteina como una
busqueda conformacional hacia
un estado de minima energia del
sistema y el concepto de
estabilidad conformacional.

Utiliza modelos simples derivados
de los principios quimicos para
extraer parametros
termodinamicos y cinéticos que
describen el proceso de formacion
de estructuras en cadenas
polipeptidicas.

Relaciona el rol de las chaperonas
en el plegamiento in vivo de las
proteinas y las causas del mal
plegamiento de estructura de
proteinas.

Ferhst A. Structure and
mechanisms in protein
science, 1999, capitulo 17
y 18.
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RA a que Numero Nombre de la Unidad Duracién en Semanas
contribuye la Unidad
RA2y RA5 05 Bioquimica de Moléculas 1
Individuales
. . . Bibliografia por unidad
Contenidos Indicadores de desempefio
Conceptos generales de la | Explica las diferencias | Wilson, C.A.M. Single
manipulacién de moléculas | conceptuales entre un sistema a | molecule  studies by

individuales, definicion de términos,
historia y estado de arte.

Revisiéon de diferentes técnicas de
manipulacion como pinzas 6pticas,
microscopia de fuerza atdmica,
pinzas magnéticas, etc. Técnicas de
visualizacion, como técnicas
fluorescenctes como fluorescencia de
(TIRF),

fluorescencia confocal (FCS), etc.

reflexion internal total

Estudios en proteinas y 4dcidos

nucleicos a nivel de moléculas

individuales.

nivel de muchas moléculas (in
multiplo) con respecto a un
sistema de moléculas individual
(in singulo).

Identifica las diferentes técnicas
que existen para manipular
moléculas individuales y conoce
las aplicaciones de ellas.

Disefia experimentos para
estudiar sistemas a nivel de
moléculas individuales.

optical tweezers: folding
and unfolding of
glucokinase from
Thermococcus litoralis.
Tesis de  doctorado,
Universidad de Chile.

Metodologias

Requisitos de Aprobacién y Evaluaciones del Curso

Estas actividades incluyen evaluaciones
en base a controles de seminarios,
de | informes): 10 %
laboratorio, pruebas tedricas parciales,
y elaboracion de ensayo

trabajos practicos e informes
globales

bibliograficos.

Evaluacion de

Ensayo bibliografico: 30%

Evaluacién de 7 seminarios: 60 %
laboratorios (test de entrada e

Bibliografia Obligatoria

Apuntes de clases de los profesores responsables de cada unidad.

Aiio de vigencia del programa:

2021
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Equipo responsable del programa: Maria Antonieta Valenzuela (coordinadora)
Lorena Garcia (coordinadora)

Mauricio Baez

Christian A.M. Wilson

Andrés Barriga
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CALENDARIO DE ACTIVIDADES ESTRUCTURA Y FUNCION DE PROTEINAS

Coordinadores: Profs. M Antonieta Valenzuela y Lorena Garcia

LUNES: 14:00 a 18:15 hrs. Laboratorio 1 Edificio Prof Luis Nufiez o via ZOOM
MARTES: 14:00 a 15:30 hrs. ZOOM
Viernes 14:00 a 15:30. ZOOM.

S Dia Tema Docente
Ma 12/10 | Programa del curso MAV, LG
Entrega de los temas para los ensayos bibliograficos
Organizacion de los grupos de Laboratorio
Clase inaugural de del curso LG
Vi15/10 Médulo (01): Mecanismos alostéricos de regulaciéon enzimatica
Clase: Mecanismos de regulacién alostérica de enzimas de rutas metabdlicas
controladas por retroalimentacién. LG
Lu 18/10 | Médulo (01): Mecanismos alostéricos de regulacion enzimatica LG
Clase: Modelos para el estudio de comportamiento cooperativo en enzimas
alostéricas
Ma 19/10 | Médulo (02): Métodos para el estudio de la estructura y funcién de proteinas LG
Clase: (a) Técnicas electroforéticas
Vi 22/10 Mddulo (03): Mecanismos de reaccion MAV
Clase: Cinética de Multisustratos
Lu 25/10 | Laboratorio grupo 1: Electroforesis en condiciones desnaturantes (SDS/PAGE) LG/MAV
Ma 26/10 | Seminario de regulacion enzimdtica LG
Prueba 1 de mddulo (01)
Vi 29/10 Mddulo (03): Mecanismos de reaccion MAV
Clase: Cinética pre-estado estacionario/transiente
1al5Nov | RECESO
Lu 8/11 Laboratorio grupo 2: Electroforesis en condiciones desnaturantes (SDS/PAGE) LG/MAV
Ma 9/11 Seminario de estudios cinéticos asociados a mecanismos de reaccion MAV

Prueba 2 de mddulo (03)
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Vii12/11 Mddulo (03): Mecanismos de Reaccion MAV
Clase: Estudio de aminodacidos cataliticos mediante modificacién quimica

Lu 15/11 | Laboratorio grupo 1: Western Blot LG/MAV

Ma 16/11 | Médulo (02): Métodos para el estudio de la estructura y funcién de Proteinas AB
Clase: b) Espectrometria de masas

Vi19/11 Modulo (03): Mecanismos de Reaccion MAV
Clase: Tipos de mecanismos de reaccién

Lu22/11 Laboratorio grupo 1: Continuacidon de Western Blot LG/MAV

Ma 23/11 | Seminario de Espectrometria de masas (médulo (02) AB

Vi26/11 Maddulo (02): Métodos para el estudio de la estructura y funcion de proteinas MAV
Clase: c) Bases de la fluorescencia

29/11- RECESO

3/12

Lu 6/12 Laboratorio grupo 2: Western Blot LG/MAV

Ma 7/12 Seminario de Mecanismos de reaccion MAV
Prueba 3 de modulo (03) incluye Espectrometria de masas

Vi 10/12 Moédulo (02): Métodos para el estudio de la estructura y funcién de proteinas MAV
Clase: d) Aplicaciones de la Fluorescencia

Lu13/12 | Laboratorio grupo 2: Continuacién Western Blot LG/MAV

Ma 14/12 | Médulo (02): Métodos para el estudio de la Estructura y Funcion de Proteinas. MAV
Clase: e) Tipos de Técnicas fluorescentes

Vi17/12 Maodulo (03): Mecanismos de reaccion MAV
Clase: Metaloenzimas

Lu 20/12 | Laboratorio grupo 1: Estudios cinéticos: progresion de una reaccion y dependencia LG/MAV
de la concentracién de la enzima

Ma 21/12 | Seminario de Fluorescencia MAV
Prueba 4 de mdédulo (02)

Vi24/12 Moddulo (02) Métodos para el estudio de la Estructura y Funcion de Proteina LG
f) Purificacién de Proteinas

10
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27 al RECESO
31/12
10 | Lu3/01 Laboratorio grupo 1: Continuacion estudios cinéticos: secuencia de salida de LG/MAV
productos
Ma 4/01 Mddulo (04) Estructura y mecanismos de plegamiento de proteinas MB
Clases: Mecanismos de plegamiento y mal plegamiento de proteinas. Hipdtesis
termodinamica de Anfinsen, estabilidad de proteinas.
Vi7/01 Seminario de metaloenzimas MAV
Prueba 5 de mddulo (03)
11 | Lu10/01 | Laboratorio grupo 2: Estudios cinéticos: progresion de una reaccion y dependencia LG/MAV
de la concentracién de la enzima
Ma 11/01 | Médulo (04) Estructura y mecanismos de plegamiento de proteinas MB
Clases: Conceptos generales del equilibrio quimico y barrera de energia libre para
comprender los procesos de formacion de la estructura de las proteinas y cambios
conformacionales que experimentan las proteinas.
Vi 14/01 Mddulo (05) Bioquimica de Moléculas Individuales cw
Clases: Bases y manipulacidon de moléculas a nivel individual
12 Lu17/01 Laboratorio grupo 2: Continuacion estudios cinéticos: secuencia de salida de LG/MAV
productos
Ma18/01 | Mddulo (02) Métodos para el estudio de la Estructura y Funcién de Proteinas. MB
Clase: g) estudios de plegamientos de proteinas
Vi21/01 Seminario de Estructura y mecanismos de plegamiento de proteinas MB
Prueba 6 modulo (04)
13 | Lu24/01
Ma 25/01 | Entrega de Ensayo bibliografico
Vi 28/01 Seminario de Moléculas individuales cw
Prueba 7 de médulo (05)
RECESO UNIVERSITARIO 01.02-28.02
14 | Ma1/03 Defensa de Ensayos bibliograficos (2 grupos) LG/MAV
Vi4/0,3 Defensa de Ensayos bibliograficos (2 grupos) LG/MAV
15 | Lu7/03 Defensa de Ensayos bibliograficos (4 grupos) LG/MAV
Ma 8/03 Defensa de Ensayos bibliograficos (2 grupos) LG/MAV

11
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Vi11/03 Presentacion de Ensayos bibliograficos LG/MAV

Profesores coordinadores: MAV: Maria Antonieta Valenzuela; LG: Lorena Garcia.
Profesores participantes: MB: Mauricio Baez. CW: Christian Wilson. AB: Andrés Barriga.

ACTIVIDADES DE ASISTENCIA OBLIGATORIAS: su ausencia requiere justificacion a través de
Asistente Social

1.- Laboratorios con test de entrada e informe

2.- Seminarios con Prueba

3.- Reuniones de los estudiantes con el tutor del Ensayo Bibliografico

4.- Defensa privada de los Ensayos Bibliograficos

5.- Presentacion publica de los Ensayo Bibliograficos

12




