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) CURSO DE POSGRADO Y DOCTORADO
“TECNICAS ELECTROFORETICAS. FUNDAMENTOS Y APLICACIONES”
PROGRAMA TEORICO Y PRACTICO - 2019

Este curso, en la modalidad de postgrado y doctorado, surgio debido a la gran versatilidad de
las técnicas electroforéticas, a su enorme utilidad en el estudio de muestras biologicas y al
desarrollo técnico constante, conocimientos que, en general, no estan incorporados en
profundidad en los planes de estudios de Carreras relacionadas con la Quimica Biologica.

La necesidad de un curso sobre técnicas electroforéticas eminentemente préactico apoyado en
imprescindibles conceptos tedricos queda demostrada, a lo largo de los afos desde la creacion
de este curso, por la numerosa participacion de profesionales provenientes de distintos ambitos
del conocimiento, tales como quimica, biologia, veterinaria, bioquimica, medicina, agronomia,
biotecnologia e ingenieria, egresados de universidades nacionales y extranjeras. .

1. TEORIA

Electroforesis

Fundamento. Procesos fisicoquimicos: Factores involucrados: eléctricos, fisicos, quimicos.
Tablas de movilidad electroforética de iones inorganicos y de proteinas. Electroforesis a bajo y
alto voltaje. Sistemas de refrigeracién. Desarrollos electroforéticos a voltaje. intensidad o
potencia constante. Control de condiciones eléctricas. Soluciones reguladoras (pH, fuerza
iénica). Efecto de la atmésfera iénica (Debye). Electroforesis libre y en medio soporte. Efectos
de adsorcién, tamiz molecular y electroendésmosis. Fuerza electroendosmdtica (FEQ):
formacion de la doble capa eléctrica (capas de Stern y de Helmholtz), dependencia del pH, del
campo eléctrico y de las caracteristicas del medio. Métodos de deteccion y cuantificacion
después de electroforesis. Tinciones generales y diferenciales. Densitometria: cuantificacion por
densidad de color (espectrometria, uso de software): limitaciones de su aplicacion.

Electroforesis en gel de agarosa

Condiciones. Equipos. Caracteristicas de los distintos tipos de agarosa comercial. Seleccion del
tiro de agarosa a utilizar para distintas aplicaciones. Factores que afectan la movilidad de
acidos nucleicos. La electroforesis en la técnica de PCR (concepto de la técnica, detalles de los
desarrollos eleciroforéticos). Aplicaciones para el control de integridad de ADN. Anélisis de
perfiles electroforéticos de fragmentos de DNA obtenidos por PCR. Electroforesis en la
deteccion de procesos de apoptosis: técnicas de ladder y cometa. Electroforesis de campo
pulsante: equipos, caracteristicas técnicas, aplicaciones.

Electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE)

Caracteristicas de la polimerizacién, identificacién de las condiciones 6ptimas para la
preparacion del gel. Catalizadores. Tamafio de poro. Geles con gradiente de poro. Teorias
acerca del movimiento de las moléculas a través de los poros del gel. PAGE en condiciones
nativas y desnaturalizantes. Técnicas analitica y preparativa. Sistemas homogéneos y
discontinuos. Sistema multifasico de buffers. Electroforesis de Ilimite moévil, principio de
isotacoforesis en el gel concentrador. Funcion reguladora de Kohlrausch, su participacion en la
concentracion de proteinas en el gel. Determinacion de tamarios moleculares: diagrama de
Ferguson y electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecilsufato de sodic (SDS-
PAGE). Teorfa de la accion del SDS sobre distintos tipos de proteinas. Limitaciones de su
aplicacion. Técnicas de deteccion después de la electroforesis.

Electrotransferencia a membranas. Controles. Distintas técnicas de transferencia y de
revelado.

Zimografia: adicion de sustratos degradables (gelatina, fibrina). Condiciones éptimas de
tfrabajo. Anéalisis de enzimas proteoliticas.

Densitometria: principios del uso del software Imaged. Limitaciones en la aplicacion.

Isoelectroenfoque (IEF)

Fundamento tedrico. Principios fisicoquimicos. Desarrollo. medio libre y medios soporte (geles
de poliacrilamida y de agarosa). Formacién y determinacién del gradiente de pH. Preparacion
de gradientes naturales e inmovilizados. Criterios para la seleccién de anfolitos y de inmovilinas.
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Equipos. Fuentes de poder. Condiciones eléctricas. Célculo y utilidad del parametro Voltxhc %

Determinacién de punto isoeléctrico. Utilidad de la obtencién de curvas de titulacion 20
proteinas en un sistema de isoelectroenfoque.

Electroforesis bidimensional
Uso de una o dos técnicas electroforéticas en dos dimensiones para ampliar el poder resolutivo.
Combinacién de técnicas de electroforesis convencional y de IEF en distintos soportes.

Combinaciones de IEF y PAGE (2D). Interpretacion de resultados. Equipos. Programas
informaticos. Aplicacién en Proteémica.

Electroforesis y deteccion inmunolégica.

Combinacion de desarrollo electroforético y reaccién inmunolégica. Fundamento. Descripcion
de las diferentes técnicas: Inmunofijacién, inmunoelectroforesis, electroinmunodifusion
monodimensional  (rocket), electroinmunodifusién  cruzada.  Contrainmunoelectroforesis.
Caracteristicas de las técnicas: sensibilidad, especificidad. Aplicacién al estudio de
modificaciones estructurales de proteinas y a analisis epidemiolégicos.

Western blotting: caracteristica de la técnica, métodos de deteccion colorimétrico,

quimioluminiscencia y por fluorescencia. Aplicacion de softwares al anélisis semicuantitativo de
densidad de bandas.

Electroforesis capilar

Fundamento de la técnica, principios fisicoquimicos. Fuerza electroendosmdtica, dispersion,
movilidad, tiempo de migracion. Modos de operacién: electroforesis capilar de zona (CZE),
cromatografia miscelar electrocinética (MEKC), isoelectroenfoque (CIEF), isotacoforesis (CIP),
electrocromatografia. Separacion de compuestos quirales. Equipos. Tipos de capilares.
Detectores (UV, arreglo de diodos, fluorescencia).

Electroforesis en gel de poliacrilamida. Condiciones del capilar, forma de preparar el relleno,
uso de agentes desnaturalizantes. SDS-cPAGE para determinacién de tamafios moleculares.
Interaccion de proteinas-ADN por ensayos de modificacion de la movilidad (CEMSA, capillary
electrophoretic mobility shift-assay). Determinacién de constantes de equilibrio.

Aplicaciones de la técnica de electroforesis capilar a anélisis e investigaciones clinicas,
bioquimicas, industriales y en control de calidad.

2, TRABAJOS PRACTICOS

Objetivo: En general, los participantes del curso ya han tenido alguna experiencia en la
utilizacién de la técnica de electroforesis, en particular, PAGE y/o electroforesis en agarosa. En
los trabajos préacticos de este curso podran utilizar las técnicas para verificar los conceptos
tedricos que se imparten. Para ello, no se trata de obtener el mejor resultado posible sino de
realizar modificaciones en los tiempos y condiciones de cada técnica para que puedan
observarse los resultados descriptos en la teoria. Por ofra parte, también las muestras son
elegidas de tal manera que permita determinar cual es la técnica mas apropiada para el analisis
segun las caracteristicas del analisis a realizar, evaluando, en cada caso, el fundamento

aplicado. A partir del desarrollo de los trabajos practicos, se podran responder las siguientes
preguntas:

« Electroforesis a bajo voltaje. ;,Como afecta a un desarrollo electroforético la variacion en los
parametros eléctricos y quimicos? ¢En toda electroforesis es imprescindible el uso de
soluciones reguladoras? ;Como se determinan las condiciones eléctricas cuando se trabaja
con sistemas en serie? Conocimiento del uso de tester. Control de los parametros usados.

o Electroforesis en gel de agarosa. Determinacion de integridad de ARN. Analisis de
fragmentos de ADN obtenidos por PCR. ;Cémo afecta al desarrollo electroforético la
variacién en el tamafio de poro y de la fuerza electroendosmdtica de la agarosa, el uso de
distintos cubas y peines de diferente tamafo, el cambio de buffers, de condiciones
eléctricas y de tiempos de electroforesis? Aplicacién en estudios geneticos.
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Presentacién de resultados por comisiones. Discusion, aplicando conceptos tedricos vy

Electroforesis en gel de poliacrilamida. ¢Cémo afecta al desarrollo electroforéti
variacién en los parametros eléctricos? Condiciones nativas y desnaturalizanies. SDS-
PAGE. Tamarios moleculares. Sistemas discontinuos. ;Cdémo demostrar el efecto que
ocurre en el gel concentrador del sistema multifasico de buffers? ¢ Se puede reemplazar la
glicina del protocolo de Laemmli por otro aminoacido? ;Qué efecto se observaria? ;,Como
se modifica el protocolo para realizar el analisis de proteinas basicas? Andlisis de proteinas
neutras y acidas y de proteinas basicas aplicando el sistema multifasico de buffers, bajo
distintas condiciones experimentales (tiempo, tamarfio de poro, tamafio de gel concentrador,
condiciones eléctricas, volimenes de siembra y dispositivos de trabajo). Sistemas de PAGE
con urea: andlisis de agregados proteicos. Placas con gradiente de poro. Tinciones
especiales: tinciones de plata, con violeta de genciana, de Coomassie, tincion diferencial de
plata+Coomassie, tinciones para glicoproteinas y para lipoproteinas. Comparar eficiencia,
sensibilidad y tiempos de tincidn y destefido. Ensayo de zimografia.

Semicuantificacion y analisis de resultados obtenidos en geles utilizando el software
ImageJ. Resolucion de muestras problema. Ejemplos de muestras que revelen las
limitaciones de la técnica.

Western blotting. Transferencias humeda y semisaca. Comparar ventajas y desventajas de
ambas técnicas. Defeccion colorimétrica, por quimioluminiscencia (ECL) y por fluorescencia.
Evaluacién de la sensibilidad de los métodos de deteccidon usados. Evaluacion de distintos
tiempos de transferencia para determinar el tiempo efectivo. Como se controla la eficiencia
del procedimiento?

Desarrolioc de electroinmunodifusién cruzada sobre placas de Titan. identificacion de
modificaciones estructurales en una proteina. Comparacion con la proteina nativa.

Electroforesis capilar.

Electroforesis Capilar de Zona (CZE): influencia que tiene la modificacion de parametros
(campo eléctrico, temperatura y pH del buffer) sobre la velocidad del flujo
electroendosmotico. ¢ Cémo es afectada la resolucion de la separacion de una muestra
proteica cuando se modifica la velocidad de inyeccién? Deteccion. Cuantificacién de
analitos. Formas de representacion e interpretacion de electroferogramas.

Isoelectroenfoque Capilar (CIEF). Determinacion de puntos isoeléctricos de proteinas.
.Como se estandarizan los resultados? Necesidad del uso de distintos tipos de capilares.
Condiciones de mantenimiento y resguardo de los capilares.

DISCUSION DE RESULTADOS

practicos.

4,

Resolucion de problemas basados en situaciones frecuentes que surgen durante el desarrolio
de las técnicas electroforéticas. Planteo de calculo de parametros involucrados en las distintas
técnicas electroforéticas o derivados del analisis de resultados (tamarios moleculares, puntos

PROBLEMAS

isoeléctricos, constantes fisicoquimicas).

v
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EVALUACION

Participacion en clases tedricas y practicas
Informe con el andlisis de los resultados de los trabajos practicos
Examen final
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Ref. Expte. N° 3069/2019

Universidad de Buenos Aires
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Ciudad Auténoma de Buenos Aires,

VISTO 2 2 ABR 2019

La nota a foja 60 presentada por la Direccion del Departamento de Quimica Biologica,
mediante la cual eleva la informacién del curso de posgrado Técnicas Electroforéticas:
Fundamentos y Aplicaciones para el afio 2019,

CONSIDERANDO
Lo actuado por la Comisién de Doctorado,

Lo actuado por la Comisién de Posgrado,

Lo actuado por la Comision de Presupuesto y Administracion,

Lo actuado por este Cuerpo en la sesion realizada en el dfa de la fecha,

En uso de las atribuciones que le confiere el Articulo 113° del Estatuto Universitario,

EL CONSEJO DIRECTIVO DE LA FACULTAD
DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES
RESUELVE:

ARTICULO 1°: Aprobar el curso de posgrado Técnicas Electroforéticas: Fundamentos y
Aplicaciones de 70 horas de duracién, que serd dictado por las Dras. Alcira Nesse y Daniela Vittori.

ARTICULO 2°: Aprobar el programa del curso de posgrado Técnicas Electroforéticas:
Fundamentos y Aplicaciones obrante a fs. 65/68, para su dictado del 5 al 16 de agosto 2019.

ARTICULO 3°: Aprobar un puntaje maximo de tres (3) puntos para la Carrera del Doctorado.

ARTICULO 4°: Aprobar un arancel de 1800 moédulos. Disponer que los fondos recaudados

ingresen en la cuenta presupuestaria habilitada para tal fin, y sean utilizados de acuerdo a la
Resolucidn 072/03.

ARTICULO 5°: Disponer que de no mediar modificaciones en el programa, la carga horaria y el

arancel, el presente Curso de Posgrado tendré una vigencia de cinco (5) afios a partir de la fecha de
la presente Resolucion.

ARTICULO 6°: Comuniquese a todos los Departamentos Docentes, a la Direccion de Estudiantes
y Graduados, a la Direccién de Movimiento de Fondos, a la Direcciéon de Presupuesto y

Contabilidad, a la Biblioteca de la FCEyN y a la Secretaria de Posgrado con copia del programa
incluida. Cumplido, archivese.
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RESOLUCION CD N°

SP-GA- 05-04-2019
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Dr. BERNARDO GABRIEL L HNGLIN Dr.JUAN CARLOS REBOREDA
SECRETAR 0 DE FOIGRACD DECANO
FCEN - LEA
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