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INTRODUCCION

Una de las areas mas relevantes en la practica profesional actual y futura del Q.F.B. es la aplicacion de nuevas tecnologias moleculares y gendmicas para el
diagndstico y tratamiento de enfermedades que representan problemas de salud en México.

Esta UEA complementa y amplia de manera significativa los conocimientos y habilidades adquiridas por el estudiante durante el periodo de su formacion
profesional. En particular, es esencial para formular estrategias moleculares y gendmicas de solucién a problemas de salud mediante métodos diagnosticos
y desarrollo de farmacos moleculares.

Las ciencias gendmicas surgen como resultado de los avances en la secuenciacion del genoma humano y de otros organismos, asi como del espectacular
desarrollo tecnoldgico y de sistemas en bioinformatica para la obtencion, almacenamiento, e interpretacion del enorme volumen de datos que se generan.

En este contexto, la gendmica mejorara el conocimiento bioldgico del concepto salud-enfermedad, abriendo nuevas expectativas de calidad de vida para la
poblacion en general asi como nuevos sistemas terapéuticos y nuevas fuentes de empleo para los profesionistas formados en esta disciplina.

El campo de trabajo incluye instituciones tanto del sector salud, como hospitales, clinicas y laboratorios de diagnéstico, asi como empresas nuevas y
tradicionales donde se desarrollan nuevos sistemas de diagnéstico y novedosos tratamientos.

El objetivo general de la UEA, que es conocer, analizar, y aplicar las tecnologias moleculares para el diagnostico y la terapéutica en humanos, hara que los
alumnos desarrollen su actividad profesional en instituciones de salud, y en industrias farmacéuticas y biotecnoldgicas, dentro de un marco juridico y
social adecuado. El alumno realizaré esta actividad profesional dentro de la normatividad vigente en México. Asi mismo, construird un aparato tedrico y
metodoldgico que le permita desarrollarse dentro de las ciencias genémicas y sus aplicaciones.

UBICACION DE LA UEA EN EL PLAN DE ESTUDIOS

Se trata de una UEA optativa en el tltimo trimestre de la carrera de Q.F.B. Se requieren los conocimientos de los UEAs previos, ya que los temas a tratar
son complejos e integran informacidn basica y de reciente aparicién.

OBJETO DE TRANSFORMACION: Tecnologias moleculares para el diagnéstico y la terapéutica

La era de la gendmica nos provee de una vasta cantidad de informacién derivada de la secuenciacion de diferentes genomas y de las tecnologias moleculares
utilizadas para ello. Sin lugar a dudas esto ha revolucionado la biologia y la forma en que se descubren nuevos medicamentos y profilacticos.

En las dltimas décadas nuestro conocimiento sobre la fisiopatologia de las enfermedades ha avanzado rapidamente, pero los mecanismos moleculares
de muchos padecimientos permanecen sin conocerse. La investigacion genémica ofrece una nueva oportunidad para determinar como se desarrollan las
enfermedades, tornando ventaja de herramientas de investigacion sofisticadas para identificar las anormalidades moleculares en el proceso patoldgico. El
conocimiento de las bases moleculares de las enfermedades permitira el desarrollo de nuevos sistemas de diagnéstico y terapéutica.

El grado y la velocidad con la que ha progresado la gendmica se pueden ilustrar con el logro de la secuencia completa del genoma humano 50 afios después
de la publicacion de la estructura del ADN por J Watson y F. Crick en 1953. Esto ha resultado en un avance muy importante de la ciencia, la tecnologia y la



medicina, lo cual se ha visto reflejado en la abundante literatura publicada sobre estos temas.

La farmacogendmica se ha convertido en una parte integral del proceso del disefio y desarrollo de nuevos farmacos de acuerdo a la identificacién de blancos
moleculares. Las compafiias farmacéuticas han incorporado esta estrategia farrnacogendmica ya que les permite reducir el tiempo y el costo que lleva sacar
al mercado nuevos medicamentos.

La cantidad y complejidad del conocimiento que se obtienen mediante las nuevas tecnologias gendmicas origino la disciplina de bioinformatica como una
herramienta para el analisis, manejo y comprension de los datos obtenidos del conocimiento de los genomas secuenciados.

PROBLEMA EJE:
El diagndstico molecular, la farmacogendmica y la terapéutica molecular aplicados al cuidado y la atencién de la salud.

Los avances recientes en biologia molecular y genética, como los resultantes del Proyecto Genoma Humano, son de gran importancia para el area
farmacéutica y biotecnolégica. Por ejemplo, el disefio racional de farmacos requiere un entendimiento de los procesos patoldgicos a nivel molecular, mientras
que la farmacogendmica permitira aumentar la seguridad y eficacia de la prescripcion de medicamentos, disminuir la incidencia de las reacciones adversas,
mejorar la salud publica y apoyar la entrada de la medicina en una etapa personalizada predictiva y profilactica.

El programa de esta UEA comprenderd las bases de biologia molecular y de gendmica necesarias para alcanzar estos objetivos.

OBJETIVO GENERAL DE LA UEA:
Conocer, analizar y aplicar las tecnologias moleculares para el diagnéstico y la terapéutica en humanos.

ATRIBUTOS DEL PERFIL DE EGRESO QUE SE ALCANZARAN AL FINAL DE LA UEA:

Profesional caracterizado por un comportamiento ético y responsable en el ejercicio de la profesion farmacéutica

Con actitud critica ante los determinantes de tipo econdémico, politico y social de los problemas de salud en México

Con capacidad de adoptar una perspectiva sustentable en la planeacion de la produccién de medicamentos y otros insumos para la salud

Con una s6lida formacion basica que le permitira acceder y desenvolverse exitosamente en el campo profesional, en los estudios de posgrado y la
investigacion

Manejar y eliminar los desechos de los procesos de produccion de la IQF con apego a las normas de seguridad, tratando de reducir al minimo los riesgos
personales y ecoldgicos

ESTRUCTURA DE LA UEA

Unidad I. Genética de la célula eucarionte

Unidad Il. Variabilidad y mutabilidad del genoma humano
Unidad Ill. Tecnologias moleculares

Unidad 1V. Organismos genéticamente modificados

Unidad V. Medicina genémica



MODELOS EXPERIMENTALES SUGERIDOS:
1. Aislamiento, purificacién y cuantificacion de acidos nucleicos (plasmidos, DNA genémico).

PR

2. Técnicas de electroforesis, PCR v restriccion (plasmidos, DNA gendmico).
3. Manejo de recursos bioinformaticos para la obtencion y analisis de informacion a través del uso de bases de datos gendmicos y proteémicos.

INCIPALES LINEAS DE INVESTIGACION

Para el desarrollo del proyecto de investigacion de la UEA se proponen las siguientes lineas de investigacion que ofrecen posibilidades de
formacidn para el manejo de las técnicas moleculares.

1.

2.
3.
4

Estudios de variabilidad y mutabilidad de genomas.

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Identificacidn gendmica y taxonomia molecular de microorganismos.

Identificacion y/o monitoreo de genes de interés a través de las técnicas moleculares.

Disefio, implementacion y aplicacién de metodologias para el diagnéstico molecular en enfermedades (PCR, RT-PCR, PCR RFLP).

Semana (sesiones) 1-1.5(8) 1.6-3(9) 4-5 (11) 6 (6) 7(5) 8-9.5 (8) 9.6-10 (8) 11 (1)
Unidades | 1 11 v \Y
Investigacion Seleccion del | Elaboracion del Seminario de | Presentacion escrita | Presentacion oral
proyecto protocolo avance
Marco Teorico
Desarrollo experimental
Sesiones practicas 2 2 2 2
Evaluaciones objetivas 1 1 1 1
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UNIDAD | GENETICA DE LA CELULA EUCARIONTE

Objetivo General de la Unidad Conocer los fundamentos genéticos para distinguir los procesos moleculares implicados en el
almacenamiento y expresion de la informacion genética.

Duracion en

Contenidos Objetivos de proceso Actividades sesiones Bibliografia
T 2,3,4,8,9, 10,
1. Dogma central de la biologia molecular. Revision de bibliograffa. 8 sesiones 16, 31, 32

Concepto de gen, alelo, genotipo y Comprender la naturaleza del flujo

Efg:g;?\?é F;ic;[:ﬁir:]e;n?; hﬁrear:jca:zla)létosomlca de la informacion genética y los Presentacion del tema por
(recesiva’ dominante)7 r%ultifactorial procesos asociados en los equipo de trabajo.
' y ' organismos.

Mecanismos de dominancia. Herencia Andlisis y discusion del tema

mitocondrial. tratado por el grupo y
» . coordinado por el profesor.
2. Estructuray funcidn del genoma eucarionte. | Conocer los fundamentos de la

Estructura y funcion de la cromatina. genética.
Niveles de empaquetamiento de la
cromatina. Eucromatina y heterocromatina. Comprender la relacién

Estructura de los cromosomas humanos. genotipo- fenotipo.

Organizacién del genoma eucarionte.

Replicacién del DNA y de la cromatina Conocer la estructura y funcion

eucarionte. Tipos_@e ARN (eqcari’ontes). del m_aterial gepético en Tarea por unidad de ejercicios
Estructura y funcion. Transcripcion y eucarlontgs, asi como los y problemas de integracion de
Traduccion (eucariontes). procesos implicados. los contenidos de la unidad

Control de la expresidn genética en eucariontes.




UNIDAD Il VARIABILIDAD Y MUTABILIDAD DEL GENOMA HUMANO

Objetivo General de la Unidad Analizar la variabilidad genética, los mecanismos que la generan y la aplicacion de los polimorfismos

genéticos en estudios de genotipificacion.

Contenidos Objetivos de proceso i
) P Actividades Duracion en Bibliografia
sesiones
1. Variabilidad genética del genoma humano. Revision de bibliografia. 9 sesiones 4,8,9,11, 16,
26, 31

2. Mecanismos que generan variabilidad
genética

3. Tipos de variabilidad genética en el humano.
Concepto de mutacion. Tipos de mutaciones.
Agentes mutagénicos. Mecanismos de
reparacion del material genético

4. Polimorfismos genéticos. Polimorfismo de
nucleétido sencillo (SNP), variacion en el
ntmero de copias (CNV)

Conacer los tipos de variacién
genética que existen y los
mecanismos que la generan.

Analizar el concepto de
polimorfismo genético y
compararlo con el concepto de
mutacion,

Conocer las implicaciones de los
polimorfismos genéticos en el
diagndstico y la terapéutica
molecular.

Presentacion del tema por
equipo de trabajo.

Andlisis y discusion del tema
tratado por el grupo y
coordinado por el profesor.

Tarea por unidad de ejercicios y




UNIDAD Il TECNOLOGIAS MOLECULARES

Objetivo General de la Unidad: Aplicar las técnicas moleculares basicas en la investigacion biomédica.

Contenidos Obijetivos de proceso i4
) P Actividades Duracion en Bibliografia
sesiones
Tecnologia de  separacion de  moleculas —por |~ 000 tecnologias | Revision de bibliografia. 11sesiones | 10, 15, 31, 20, 23
electroforesis - .
utilizadas para el estudio y

Tecnologias de fragmentacion de acidos nucleicos.
Enzimas de restriccion. RFLP.

Tecnologias de amplificacion de &cidos nucleicos.
Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), RT-
PCR.

Tecnologias basadas en patrones de hibridacion
molecular. Southern-blot, Northern-blot, Western-
blot. Colony-blot. Hibridacion in situ (FISH).
Tecnologia para la secuenciacion de &cidos nucleicos.
Métodos quimico, enzimatico y de secuenciacion
automatizada

Nuevas  tecnologias.
Microarreglos
Tecnologias para el analisis global y determinacion de
perfiles  moleculares  Hibridacién ~ gendmica
comparativa (CGH), Analisis serial de expresién
genética (SAGE). Electroforesis bidimensional (2-
DE). Espectrometria de masas

Aplicaciones. Identificacion de individuos mediante
el perfil genético. Diagndstico molecular. Terapéutica
molecular. Disefio y desarrollo de nuevos farmacos.

Electroforesis capilar.

manipulacion de los genomas
asi como sus aplicaciones en el
diagndstico y la terapéutica
molecular

Aplicar las tecnologias
moleculares para el disefio y
desarrollo de nuevos farmacos.

Presentacion del tema
por equipo de trabajo.

Analisis y discusion del te

Tarea por unidad de
ejercicios y problemas
de integracion de los
contenidos de la unidad

10




UNIDAD IV ORGANISMOS GENETICAMENTE MODIFICADOS

Objetivo General de la Unidad: Analizar las caracteristicas de los organismos genéticamente modificados y su empleo en la industria
biotecnologica.

Contenidos Obijetivos de proceso Actividades Duracién en Bibliografia
sesiones
Bacterias recombinantes Estrategias 512 13 14 27
moleculares. Identificacion gendmica. Conocer los tipos de organismos | Revision de bibliografia. 9 sesiones 28, 33

Aplicaciones.

Clonacion de mamiferos Técnica de
transferencia nuclear. Aplicaciones:
produccion de proteinas terapéuticas
humanas, xenotransplantes, otros

Implicaciones éticas, Legales y sociales y
normatividad. Vacunas genémicas, Vacunas
de DNA. Ratones Knock-in y Knock-out.
Plantas transgénicas (Plasmido Ti)

modificados genéticamente y sus
implicaciones en el diagnostico y la
terapéutica molecular.

Analizar y discutir las
implicaciones éticas, legales y
sociales de los  organismos
genéticamente modificados

Presentacion del tema por
equipo de trabajo.

Andlisis y discusion del tema
tratado por el grupo y
coordinado por el profesor.

Tarea por unidad de ejercicios
y problemas de integracion de
los contenidos de la unidad
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UNIDAD V MEDICINA GENOMICA

Objetivo General de la Unidad: Conocer los avances en el conocimiento genémico y su impacto en la

implicaciones éticas, legales y sociales.

medicina, asi como sus

Duracién en

Contenidos Objetivos de proceso Actividades - Bibliografia
sesiones
1. El Proyecto del Genoma Humano. icid
Antecegentes historicos. Metas. ﬁonocer el Proyectlc_) Gepoma bR%\I/_lsmn er 8 sesiones 1,6,7, 16,17, 18, 19, 21,
Avances, perspectivas. Aspectos éticos umano y sus 1mplicaciones ibfiogratia. 22,24, 25,26, 30, 31, 34
legales v sociales en el surgimiento de las .
gales y - o - smicas. C Presentacion del
2. Surgimiento de las ciencias gendmicas. | C1ENCIas GENOMICAs. LONOCET | 4o o o0 eqijing de
3. Medicina Genomica. las bases de la medicina trabaio
4. De laFarmacogenéticaa la genémica. Comprender las ) J S
Farmacogenémica bases de la farmacogenética Anadlisis y discusion ¢
5. Aplicaciones de la medicina genémica Analizar las aplicaciones de la | Tarea por unidad de
en enfermedades comunes. farmacogenomica. Aplicar los | ejercicios y
6. Implicaciones de la medicina genémica congep_tos de Ia.medlc[na problem_a’s de
en la industria farmacéutica. genomica en la industria integracion de los
7. Implicaciones éticas, legales y sociales farmaceutica. contenidos de la

de la medicina genémica y su
normatividad en México.

Analizar y discutir las
implicaciones éticas, legales y
sociales del Proyecto del
Genoma Humano y de la
medicina genémica. Conocer
la normatividad vigente y las
propuestas de desarrollo.

unidad

12




SESION EXPERIMENTAL |

EXTRACCION DE DNA GENOMICO A PARTIR de SANGRE PERIFERICA.
Introduccion
Actualmente existen varios métodos de extraccion de DNA gendmico dependiendo del origen, pureza, cantidad y calidad de la muestra de células eucariontes
utilizada para su aislamiento, asi como del uso posterior de la muestra de DNA obtenida.
El primer requerimiento es que el DNA esté libre de otros compuestos celulares. Los pasos generales son la lisis de las células con algin detergente y la
precipitacion con alcohol para obtener DNA puro. La solucion final acuosa se trata con RNAasa para eliminar todo el RNA repitiendo los procedimientos hasta
que esté puro. Hoy en dia existen numerosos equipos comerciales que facilitan la extraccion con un aceptable grado de pureza.
Objetivo (s)
Describir el fundamento, técnica y limitaciones de la técnica de extraccién de DNA gendmico. Desarrollar la
técnica para la obtencion de DNA.
Materiales, equipo y reactivos
Vortex
Micropipetas
Microcentrifuga
Tubos de 15 ml
Vacutainer con anticoagulante
Tubo conico estéril de 15ml
Puntas para micropipeta
Micro tubos
Jeringa con aguja
Pipetas de 5y 10 ml estériles
Guantes desechables
Isopropanol
Etanol

Procedimiento experimental. Se utilizaran estuches comerciales (Por ejemplo: Qiagen o Promega)
Obtencion de DNA cromosémico de células sanguineas. (Promega)

En un tubo estéril de 15 mL adicionar 3 tnL de sangre y 9.0 mL de solucién de lisis celular.

Mezclar por inversion 5-6 veces.

Incubar la mezcla por 10 minutos & temperatura ambiente e invertir 3-4 veces para la lisis. Centrifugar a 2000 x g durante 10 min.
Retirar el sobrenadante con cuidado sin destruir el boton blanco visible obtenido. Deben permanecer aprox. 50-100 ptl en el tubo.

Mezcle por Vortex vigorosamente hasta que se resuspendan las células blancas.
Adicionar 3 mL de solucidn de lisis nucleica. La solucién se tornard viscosa.

N ook~ wbhE

Adicionar 15 pl de solucion RNAsa para eliminar el RNA contaminante. Invertir el tubo de 2-5 veces para mezclar.

13



8. Incubar a 37°C por un lapso de 15-60 minutos. Transcurrido este tiempo enfriar a temperatura ambiente.

9. Adicionar 1 mL de solucion de precipitacion de proteinas a las células tratadas con RNAsa. Agitar en Vortex vigorosamente por un lapso de 20 segundos
para mezclar la solucién precipitadora de proteinas con el lisado celular.

10. Centrifugar a 2000 x g por 10 minutos.

11. Transferir el sobrenadante que contiene el DNA a un microtubo estéril de 15 mL que contenga 3 mL de isopropanol a temperatura ambiente.

12. Mezclar por inversion hasta que el DNA forme una masa visible.

13. Centrifugar a 2000 x g por 2 minutos.

14. Desechar el sobrenadante y secar el tubo en papel absorbente. Adicionar un volumen de etanol al 70% a temperatura ambiente y mezclar invirtiendo los
tubos para formar una pelotilla de DNA.

15. Centrifugar como en paso 13 y transcurrido este tiempo desechar el etanol utilizando una pipeta Pasteur con mucho cuidado.

16. Colocare! tubo en papel absorbente y dejar secar la pelotilla por 10-15 minutos.

17. Adicionar 250 p.1 de solucion rehidratadora de DNA al tubo. Incubar a 65°C por 1 hora. Periodicamente mezclar la solucion para evitar tapar el tubo.

18. Guardar la solucion de DNA a una temperatura de 2-8°C.|

MECANISMO DE ELIMINACION DE RESIDUOS: actividades de desecho de materiales (pertinentes con la nocién de sustentabilidad) procedimientos
generales en laboratorio y consideraciones de seguridad
Cualquier agar solidificado o agarosa que no esté contaminado debe tirarse a la basura en un contenedor con una bolsa de pléstico especifica para esos desechos.
No debe por ningin motivo desecharse en la tarja.
Cualquier medio que se haya contaminado debe ser esterilizado antes de descartarlo. Las cajas de Petri y otros desechos biol6gicos deben ser tirados en los
contenedores sefialados (bolsas indicadas) los cuales seran llevados a esterilizar antes de desecharlos.
El bromuro de etidio es una sustancia mutagénica que debe ser tratada antes de desecharse y debe ser manipulada Unicamente con guantes. EI bromuro de etidio
debe ser desechado en un contenedor etiquetado para tal propdsito. Por lo mismo actualmente se deben utilizar colorantes inocuos como el RED-GEL.
Recuerde que existen algunas sustancias que se utilizan en estas técnicas que son potencialmente toxicas: (Fenol: puede causar quemaduras severas, Acrilamida:
neurotoxico; Bromuro de etidio: carcindgeno)
— Estas sustancias no causan dafio si se manipulan de forma adecuada. SIEMPRE SE DEBEN UTILIZAR GUANTES. Nunca pipetear con la boca
cualquiera de estas sustancias. Si accidentalmente se derramara cualquiera de estas sustancias en la piel INMEDIATAMENTE enjuague abundantemente con
agua e informe al docente.
— Luz Ultravioleta: La exposicion a la luz ultravioleta puede causar irritacion en los 0jos. Debido a que la retina no puede detectar la luz ultravioleta, se puede
dafiar seriamente los 0jos y no darse cuenta hasta 30 mm n a 24 horas después de la exposicion. Por tanto, SIEMPRE utilice proteccion en los ojos cuando observe los
geles con lampara de luz ultravioleta.
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SESION EXPERIMENTAL Il
ELECTROFORESIS DE ACIDOS NUCLEICOS

Introduccién

Esta técnica separa fragmentos de DNA y cadenas de RNA de distinto tamafio, y es insustituible en los trabajos de investigacidn en genética molecular. En
general, la electroforesis separa o resuelve diferentes moléculas de DNA o RNA de una mezcla haciéndolas migrar bajo la influencia de un campo eléctrico.
Para ello se coloca la muestra en una sustancia porosa (como un gel semisdlido), que a su vez se coloca en una solucion conductora de electricidad. El uso
de medios porosos como los geles de agarosa o de poliacrilamida, que pueden prepararse con distinto tamafio de poro, permite que las moléculas se separen
dependiendo de su tamafio. En estos casos, las moléculas mas pequefias migran a través del gel a una velocidad mayor que las mas grandes.

Obijetivo (s)

Describir el fundamento, técnica y limitaciones de la técnica electroforesis de acidos nucleicos
Desarrollar la técnica para obtencion de la separacion de fragmentos de DNA.
Interpretacion de resultados

Materiales, equipo y reactivos

Microtubos

Matraz Erlenmeyer

Pipetas

Puntas para micropipetas

Guantes desechables

Parafilm

Balanza

Agarosa grado biologia molecular

Céamara de electroforesis horizontal.

Fuente de poder

Micropipetas

Horno de microondas

Camara de luz UV

Trizma base

Acido borico

EDTA

Bromuro de etidio 6 RED GEL

Agua desionizadaPreparacion de 1 litro de solucion de TBE 10x (Tris, Borato, EDTA)

Pesar 108.0 g de Tris base, 55.0 g de &cido borico, 93 g de EDTA y disolver en 500-600 mL de agua desionizada, una vez disueltos aforar a 1 litro con agua
desionizada. Guardar la solucion en refrigeracion para su uso posterior. Para Ix diluir 100 inL de TBE 10x en 900 mL de agua desionizada.
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Procedimiento experimental
Preparacion del gel de agarosa al 1.2% en TBE
En un matraz Erlenmeyer pesar 0.300 g de agarosa, agregar 25 mL de amortiguador TBE Ix y registrar el peso Disolver la agarosa en
un horno de microondas por 20 seg. (Repetir cuantas veces sea necesario).
Al disolverse por completo volver a pesar y recuperar el peso faltante con agua dejar enfriar un poco. Verter en la camara
de electroforesis con el peine de 8 pozos y dejar que solidifique.

Carga de la muestra
Colocar 2 microlitros, de amortiguador de carga sobre un pedazo de Parafilm.
Inmediatamente después colocar 5 pL de la muestra de DNA, hacer la mezcla de ambos y cargar en los pozos del gel, procurando no dispersar la
muestra.
Correr el gel de 45 a 60 minutos a un voltaje de 85 V.

Revelado del gel

Para revelar el gel se utiliza una solucién de bromuro de etidio (5 puL de bromuro de etidio en 100 mL de agua 6 reactivo RED-GEL), colocar el gel por

un lapso de 5-10 minutos en esta solucion, después enjuagar por 5 minutos mas en agua desionizada y observar en la cdmara de luz U.V.

MECANISMO DE ELIMINACION DE RESIDUOS: actividades de desecho de materiales (pertinentes con la nocién de sustentabilidad) procedimientos
generales en laboratorio y consideraciones de seguridad

Cualquier agar solidificado o agarosa que no esté contaminado debe tirarse a la basura en un contenedor con una bolsa de plastico especifica para esos desechos.
No debe por ningin motivo desecharse en la tarja.

Cualquier medio que se haya contaminado debe ser esterilizado antes de descartarlo. Las cajas de Petri y otros desechos biol6gicos deben ser tirados en los
contenedores sefialados (bolsas indicadas) los cuales seran llevados a esterilizar antes de desecharlos.

El bromuro de etidio es una sustancia mutagénica que debe ser tratada antes de desecharse y debe ser manipulada Gnicamente con guantes. EI bromuro de etidio
debe ser desechado en un contenedor etiquetado para tal proposito. Por lo mismo actualmente se deben utilizar colorantes inocuos como el RED-GEL.

Recuerde que existen algunas sustancias que se utilizan en estas técnicas que son potencialmente toxicas: (Fenol: puede causar quemaduras severas, Acrilamida:
neurotoxico; Bromuro de etidio: carcindgeno)

— Estas sustancias no causan dafio si se manipulan de forma adecuada. SIEMPRE SE DEBEN UTILIZAR GUANTES. Nunca pipetear con la boca
cualquiera de estas sustancias. Si accidentalmente se derramara cualquiera de estas sustancias en la piel INMEDIATAMENTE enjuague abundantemente con
agua e informe al docente.

— Luz Ultravioleta: La exposicion a la luz ultravioleta puede causar irritacion en los 0jos. Debido a que la retina no puede detectar la luz ultravioleta, se puede
dafiar seriamente los 0jos y no darse cuenta hasta 30 mm n a 24 horas después de la exposicion. Por tanto, SIEMPRE utilice proteccion en los ojos cuando observe los
geles con ldmpara de luz ultravioleta.

Bibliografia

Diagnostic Molecular Microbiology. Edited by: David Persing, Thomas Smith, Fred Tenover and Thomas White. American Society for Microbiology. Washington
D.C. USA. 1995.
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EXTRACCION DE DNA DE PLASMIDOS DE BACTERIAS.

Introduccion

Los plasmidos son material genético extra cromosomico que se pueden encontrar en numerosas especies de bacterias. Algunos de ellos suelen llevar factores de
virulencia como toxinas o resistencia a antimicrobianos. También se utilizan como vectores para la donacion de genes en la tecnologia del DNA recombinante.
Por sus caracteristicas de ser DNA circular covalentemente cerrado, su técnica de extraccion es diferente a la del DNA cromosomico.
Objetivo (s)

Describir el fundamento, técnica y limitaciones de la técnica de extraccion de DNA de plasmidos Desarrollar la técnica para obtencion de DNA de plasmidos.
Materiales, equipo y reactivos
Cultivo de E. coli portadora de un plasmido

Microcentrifuga
Vortex

Micropipetas

Puntas para micropipetas

Micro tubos de 1.5ml

Pipetas

Guantes desechables

Isopropanol

Etanol

Estuches comerciales. (QIAGEN).

Procedimiento experimental.

1. Centrifugar a 3500 rpm 3-5 mL del cultivo bacteriano incubado toda la noche a temperatura de 37°C, tirar el medio de cultivo y colocar el botén en un

micro tubo de 1.5 mL
2. Resuspender el boton bacteriano en 0.3 mililitros de amortiguador P 1, al que se le agreg6 previamente la RNAsa a mezcle vigo rosamente en un
vortex

3. Adicionar 0.3 mL de amortiguador P2 mezclar vigorosamente por inversion del tubo de 4 a 6 veces e incubar a temperatura ambiente por 5 minutos.

4. Adicionar 0.3 mL de amortiguador P3 previamente enfriado, mezclar inmediatamente y con fuerza por inversion de 4 a 6 veces e incubar en hielo por 5
minutos.
Centrifugar a maxima velocidad en micro centrifuga por 10 min. Remover el sobrenadante el cual contiene el DNA plasmidico.
Equilibrar la columna Q1AGEN® tip 20 aplicandole 1 ml de amortiguador QBT y permitir que la columna se vacie por gravedad.
Adicionar el sobrenadante plasmidico a la columna QIAGEN® tip 20 y permitir que atraviese la resina por gravedad.

Lavar la columna QIAGEN® tip 20 2 veces con 2 ml de amortiguador QC.

Eluir el DNA con 0,8 ml de amortiguador QF.
10. Precipitar el DNA por adicion de 0,7 volimenes de isopropanol (a temperatura ambiente) por cada volumen de DNA (en este caso con 0.56 m1l).

Mezclar y centrifugar a 10000 rpm por 30 mm n en micro centrifuga. Decantar cuidadosamente el sobrenadante. 1. Lavar el boton de DNA con 1 ml de
etanol al 70% y centrifugar a 10,000 rpm por 10 minutos. Decantar cuidadosamente el sobrenadante sin deshacer el precipitado.

11. Secar el botdn, resuspender el DNA plasmidico en un volumen suficiente de amortiguador (Ej. Amortiguador TE pH 8,0 6 10 mM de Tris-Cl pH 8,5).

©xo~No O
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12. Se puede usar el DNA resuspendido inmediatamente o se puede congelar para su uso posterior

Electroforesis en gel de agarosa

I. Preparacion de solucion de TAE (1 Litro) 40 mM Tris, 20 mIVI &cido acético, 2 mM NaEDTA a pH 7,9-8,1

2. Pesar4.84 gde Trisy 0,744 g de EDTA y disolver en 500-600 ml de agua desionizada, una vez disueltos ajustar el pH con &cido acético glacial hasta llegar
al pH antes mencionado, si el cambio de pH es muy rapido agregar 200 ml mas de agua y seguir ajustando el pH, una vez llegado al valor de pH
deseado se termina de agregar el agua y se mezcla bien la solucion.

3. Una vez hecha la solucion, guardar en refrigeracion para su uso posterior.

Preparacién del gel de agarosa al 0.7% en TAE:

—  Enun matraz Erlenmeyer pesar 0,175 g de agarosa, agregar 25 ml de amortiguador TAE y registrar el peso.

Disolver la agarosa en un horno de microondas por 5 seg. a nivel de poder 6. Esto se repite cuantas veces sea necesario.
— Al disolverse por completo volver a pesar y recuperar el peso faltante con H,O, dejar enfriar.

— - Verter en la camara de electroforesis con el peine de 8 pozos y dejar que solidifique.

Carga de la muestra:

— Colocar 2 pl de amortiguador de carga sobre un pedazo de Parafilm.-Inmediatamente colocar 5 vil de plasmido obtenido, hacer la mezcla de ambos y cargar
en los pozos del gel, sin dispersar la muestra. Correr el gel de 45 a 60 minutos a un voltaje de 85 V.

— Revelado del gel:

— Se utiliza una solucion de bromuro de etidio (5 pl en 100 ml) en agua, o reactivo RED-GEL revelar por aproximadamente 10 minutos y después
enjuagar por 5 minutos mas en agua desionizada.

MECANISMO DE ELIMINACION DE RESIDUOS: actividades de desecho de materiales (pertinentes con la nocion de sustentabilidad) procedimientos
generales en laboratorio y consideraciones de seguridad
Cualquier agar solidificado o agarosa que no esté contaminado debe tirarse a la basura en un contenedor con una bolsa de plastico especifica para esos desechos.
No debe por ningin motivo desecharse en la tarja.
Cualquier medio que se haya contaminado debe ser esterilizado antes de descartarlo. Las cajas de Petri y otros desechos bioldgicos deben ser tirados en los
contenedores sefialados (bolsas indicadas) los cuales seran llevados a esterilizar antes de desecharlos.

El bromuro de etidio es una sustancia mutagénica que debe ser tratada antes de desecharse y debe ser manipulada Gnicamente con guantes. El bromuro de etidio
debe ser desechado en un contenedor etiquetado para tal propésito. Por lo mismo actualmente se deben utilizar colorantes inocuos como el RED-GEL.

Recuerde que existen algunas sustancias que se utilizan en estas técnicas que son potencialmente toxicas: (Fenol: puede causar quemaduras severas, Acrilamida:
neurotoxico; Bromuro de etidio: carcindgeno)

— Estas sustancias no causan dafio si se manipulan de forma adecuada. SIEMPRE SE DEBEN UTILIZAR GUANTES. Nunca pipetear con la boca
cualquiera de estas sustancias. Si accidentalmente se derramara cualquiera de estas sustancias en la piel INMEDIATAMENTE enjuague abundantemente con
agua e informe al docente.

— Luz Ultravioleta: La exposicidn a la luz ultravioleta puede causar irritacion en los 0jos. Debido a que la retina no puede detectar la luz ultravioleta, se puede
dafiar seriamente los 0jos y no darse cuenta hasta 30 mm n a 24 horas después de la exposicion. Por tanto, SIEMPRE utilice proteccion en los ojos cuando observe los
geles con ldampara de luz ultravioleta.
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SESION EXPERIMENTAL IV
DIGESTION DE ADN CON ENZIMAS DE RESTRICCION

Introduccion

Las enzimas o endonucleasas de restriccion son enzimas bacterianas que cortan los enlaces fosfodiéster de las cadenas dobles de DNA. Estas enzimas pueden ser
utilizadas para cortar el ADN en fragmentos definidos y se puede generar un mapa al analizar los sitios que se sobrelapan entre los fragmentos que se generan al
digerir el ADN con enzimas de restriccién. Cada enzima de restriccion reconoce un sitio especifico, que puede ser de 4-6 pares de bases, donde va a cortar en el ddplex
de ADN. La enzima va a cortar el ADN en cada punto en el que la secuencia que reconozca aparezca. Enzimas de restriccion diferentes presentan diferentes sitios de
reconocimiento.

Cuando una molécula de ADN es cortada con una enzima de restriccion, el ADN es cortado en diferentes fragmentos. Estos fragmentos pueden ser separados
en base a sus tamafios por electroforesis en gel. EI ADN cortado, se coloca en la parte superior del gel ya sea de agarosa o poliacrilamida. Cuando se aplica una
corriente eléctrica al gel, cada fragmento se desplazara a una velocidad inversamente relacionada con el log de su peso molecular. Esta migracion de los fragmentos
producird una serie de bandas. Cada banda corresponde a un fragmento de un tamafio en particular.

Objetivo

Que el alumno analice los patrones de restriccion obtenidos a partir de la digestion de una muestra de ADN con diferentes enzimas de restriccion.

Materiales, equipo y reactivos

Amortiguador para la enzima de restriccion

ADN

Agua estéril

Enzima o enzimas de restriccion

Microtubos estériles

Puntas para micropipeta estériles

Microcentrifuga

Bafio de temperatura a 37°C

Guantes desechables

Procedimiento experimental

1. Adicionar a un microtubo: 2 microlitros de amortiguador (10X) apropiado para la enzima de restriccion a utilizar; 0.1- 5 microlitros de ADN y
Agua estéril a un volumen final de 20 microlitros

2. Adicionar de 1 a 2 microlitros (3 a 20 unidades) de enzima y mezclar suavemente. Centrifugar por unos segundos en la microcentrifuga.

3. Incubar a la temperatura indicada para la enzima a utilizar (por lo general a 37° C) de 1 a 2 horas.

4. Correr un gel de agarosa para observar la digestion. Seguir instrucciones ya mencionadas para correr gel en agarosa

Forma de presentacion y discusion de resultados para las 3 sesiones experimentales.

Los alumnos entregaran un reporte escrito de la practica realizada que comprenda los siguientes puntos: Titulo, Marco tedrico, Analisis de la técnica, Resultados,
Discusidn, Conclusiones y Bibliografia.

Bibliografia

Diagnostic Molecular Microbiology. Edited by: David Persing, Thomas Smith, Fred Tenover and Thomas White. American Society for Microbiology.
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Washington D.C. USA. 1995.

MECANISMO DE ELIMINACION DE RESIDUOS: actividades de desecho de materiales (pertinentes con la nocion de sustentabilidad) procedimientos
generales en laboratorio y consideraciones de seguridad

Cualquier agar solidificado o agarosa que no esté contaminado debe tirarse a la basura en un contenedor con una bolsa de plastico especifica para esos desechos.
No debe por ningin motivo desecharse en la tarja.

Cualquier medio que se haya contaminado debe ser esterilizado antes de descartarlo. Las cajas de Petri y otros desechos bioldgicos deben ser tirados en los
contenedores sefialados (bolsas indicadas) los cuales seran llevados a esterilizar antes de desecharlos.

El bromuro de etidio es una sustancia mutagénica que debe ser tratada antes de desecharse y debe ser manipulada Gnicamente con guantes. EI bromuro de etidio
debe ser desechado en un contenedor etiquetado para tal propdsito. Por lo mismo actualmente se deben utilizar colorantes inocuos como el RED-GEL.

Recuerde que existen algunas sustancias que se utilizan en estas técnicas que son potencialmente toxicas: (Fenol: puede causar quemaduras severas, Acrilamida:
neurotoxico; Bromuro de etidio: carcindgeno)

— Estas sustancias no causan dafio si se manipulan de forma adecuada. SIEMPRE SE DEBEN UTILIZAR GUANTES. Nunca pipetear con la boca
cualquiera de estas sustancias. Si accidentalmente se derramara cualquiera de estas sustancias en la piel INMEDIATAMENTE enjuague abundantemente con
agua e informe al docente.

— Luz Ultravioleta: La exposicion a la luz ultravioleta puede causar irritacion en los ojos. Debido a que la retina no puede detectar la luz ultravioleta, se puede

dafiar seriamente los 0jos y no darse cuenta hasta 30 mm n a 24 horas después de la exposicion. Por tanto, SIEMPRE utilice proteccion en los ojos cuando observe los
geles con ldmpara de luz ultravioleta.
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MODALIDADES DE EVALUACION GLOBAL

1. Evaluacion objetiva 40%
2. Participacion 20%
3. Trabajo de investigacion 40%

Para ser considerados todos los rubros, debera tener calificacién aprobatoria en cada uno de ellos.
La calificacion final sera el promedio de los tres rubros anteriores, siempre y cuando sean aprobatorias. Si alguna de ellas es inferior a 6, la calificacion final sera
NA.

MODALIDADES DE EVALUACION DE RECUPERACION
Solo podra tener derecho a examen si el alumno ha aprobado el trabajo de investigacion. EI examen tedrico se basara en los contenidos de la UEA.

Equivalencias

Evaluacion Desde Hasta Significa
MB 8.67 10.00 Muy bien
B 7.34 8.66 Bien
S 6.00 7.33 Suficiente
NA cero 5.99 No acreditado
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