Resolucion Consejo Directivo

Nuimero: RESCD-2024-1746-E-UBA-DCT#FCEN

CIUDAD DE BUENOS AIRES
Viernes 18 de Octubre de 2024

Referencia: EX-2022-03406440- -UBA-DMESA#FCEN - POSGRADO - Sesién
07/10/2024

VISTO:

La nota presentada por la Direccién del Departamento de Quimica Bioldgica, mediante
la cual eleva la informacién del curso de posgrado Técnicas Electroforéticas.
Fundamentos y Aplicaciones (DOC8800169) para el afio 2025,

CONSIDERANDO:
lo actuado por la Comisién de Presupuesto y Administracion,

lo actuado por este Cuerpo en la sesion realizada en el dia de la fecha 07 de octubre de
2024,

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 dictado del curso de posgrado Técnicas Electroforéticas.
Fundamentos y Aplicaciones (DOC8800169) de 70 horas de duracion, que sera
dictado por la Dra. Daniela Vittori, con la colaboracién de la Dra. Alcira Nesse y la Lic.
Silvana Gionco.

ARTICULO 2°: Aprobar el programa del curso de posgrado Técnicas
Electroforéticas. Fundamentos y Aplicaciones (DOC8800169) que como anexo forma
parte de la presente Resolucion, para su dictado desde 28 de julio al 08 de agosto de
2025.

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

ARTICULO 4°: Establecer un arancel d¢ CATEGORIA BAJA.

ARTICULO 5°: Disponer que, de no mediar modificaciones en el programa, la carga
horaria y el arancel, el presente Curso de Posgrado tendra una vigencia de cinco (5) afios
a partir de la fecha de la presente Resolucién.

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

Presupuesto y Contabilidad, a la Biblioteca de la FCEyN y a la Secretaria de Posgrado
con copia del programa incluida. Cumplido, pase a QBIOLOGICA#FCEN y resérvese.

ANEXO



PROGRAMA

Este curso, en la modalidad de postgrado y doctorado, surgié debido a la gran
versatilidad de las técnicas electroforéticas, a su enorme utilidad en el estudio
de muestras bioldgicas y al desarrollo técnico constante, conocimientos que, en
general, no estdn 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 afios desde la creacidn de este curso, por la numerosa participacion
de profesionales provenientes de distintos &mbitos del conocimiento, tales
como quimica, biologia, veterinaria, bioquimica, medicina, agronomia,
biotecnologia e ingenieria, egresados y doctorandos de universidades
nacionales y privadas de distintas provincias del pais.

1. TEORIA

Electroforesis

Fundamento. Procesos fisicoquimicos: Factores involucrados: eléctricos, fisicos
y quimicos. Tablas de movilidad electroforética de iones inorgdnicos y de
proteinas. Electroforesis a bajo y alto voltaje. Sistemas de refrigeracion.
Desarrollos electroforéticos a voltaje, intensidad o potencia constante. Control
de condiciones eléctricas. Soluciones reguladoras (pH, fuerza iénica). Efecto de
la atmésfera idnica (Debye). Electroforesis libre y en medio soporte. Efectos de
adsorcidn, tamiz molecular y electroenddsmosis. Fuerza electroendosmética:
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 deteccién y cuantificacién 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. Caracteristicas selectivas de la agarosa. Factores que afectan la



movilidad de dcidos nucleicos. La electroforesis en la técnica de PCR.
Aplicaciones para el control de integridad de ADN. Andlisis de perfiles
electroforéticos de fragmentos de DNA obtenidos por PCR. Electroforesis en la
deteccién 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 polimerizacion, condiciones 6ptimas para la preparacién
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. Sistemas homogéneos y discontinuos.
Sistema multifasico de buffers. Electroforesis de limite movil, principio de
isotacoforesis en el gel concentrador. Funcién reguladora de Kohlrausch:
participacion en la concentracion de proteinas en el gel. Determinacion de
tamafos moleculares: diagrama de Ferguson y electroforesis en gel de
poliacrilamida en presencia de dodecilsufato de sodio (SDS-PAGE). Teoria de
la accién del SDS sobre las proteinas. Limitaciones de su aplicacion. Deteccién
de interaccion de proteina-ADN (Electrophoretic Mobility Shift Assay EMSA).
Técnicas de deteccidn después de la electroforesis.

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

Densitometria: principios del uso del software ImageJ y GelAnalyzer.
Limitaciones en la aplicacion.

Western blotting: caracteristica de la técnica, métodos de deteccion
colorimétrico, quimioluminiscencia y por fluorescencia. Aplicacién de
softwares al analisis semicuantitativo de densidad de bandas.

Isoelectroenfoque (IEF)

Fundamento tedrico. Factores fisicoquimicos. Desarrollo: medio libre y medios
soporte (geles de poliacrilamida y de agarosa). Formacién y determinacion del



gradiente de pH. Preparacion de gradientes naturales e inmovilizados. Criterios
para la seleccidn de anfolitos y de inmovilinas. Equipos. Condiciones
eléctricas. Célculo y utilidad del pardmetro Voltxhora. Determinacion de punto
isoeléctrico. Curvas de titulacion de proteinas.

Electroforesis bidimensional

Uso de técnicas electroforéticas en dos dimensiones para ampliar el poder
resolutivo. Combinacidn 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 Protedémica.

Electroforesis capilar

Fundamento de la técnica, principios fisicoquimicos. Fuerza
electroendosmdtica, dispersion, movilidad, tiempo de migracién. Equipos.
Tipos de capilares. Detectores (UV, arreglo de diodos, fluorescencia). Modos
de operacion: electroforesis capilar de zona (CZE), cromatografia miscelar
electrocinética (MEKC), isoelectroenfoque (CIEF), isotacoforesis (CIP),
electrocromatografia. Separacion de compuestos quirales. Separacién por
tamafios moleculares. Interaccién de proteinas-ADN por ensayos de
modificacién de la movilidad (cEMSA, capillary electrophoretic mobility shift-
assay). Determinacion de constantes de equilibrio. Aplicaciones de la técnica
de electroforesis capilar a andlisis 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 utilizacion de la técnica de electroforesis, en particular, PAGE
y/o electroforesis en agarosa. En los trabajos practicos 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. Una especifica seleccion de las



muestras a analizar permitird discutir acerca de la técnica y las condiciones de
trabajo a aplicar mds adecuadas segtn las caracteristicas del andlisis. Se espera
que los participantes logren responder los siguientes interrogantes a partir del
desarrollo de los trabajos practicos.

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

* Electroforesis en gel de agarosa. Determinacién 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
electroendosmética de la agarosa, el uso de distintos cubas y peines de diferente
tamaio, el cambio de buffers, de condiciones eléctricas y de tiempos del
desarrollo electroforético? Aplicacién en estudios genéticos.

» Electroforesis en gel de poliacrilamida. ;Cémo afecta al desarrollo electroforético
la variacién en los parametros eléctricos? Condiciones nativas y
desnaturalizantes. SDS-PAGE. Tamafios moleculares. Sistemas discontinuos.
Andlisis de proteinas neutras y acidas y de proteinas basicas aplicando el sistema
multifasico de buffers, bajo distintas condiciones experimentales (tiempo, tamafio
de poro, tamafio de gel concentrador, condiciones eléctricas, volimenes de
siembra y dispositivos de trabajo). ; Cémo demostrar el efecto que ocurre en el gel
concentrador del sistema multifasico de buffers? ;Con qué criterio se puede
reemplazar la glicina por otro aminoécido en el protocolo de Laemmli? ;Cémo se
modifica el protocolo para realizar el andlisis de proteinas basicas? Sistemas de
PAGE con urea: andlisis de agregados proteicos. Aplicacion a un modelo de
EMSA. Tinciones especiales: tinciones de plata, de Coomassie, tincién diferencial
de plata y Coomassie, tinciones para glicoproteinas y para lipoproteinas:
comparar eficiencia, sensibilidad y tiempos de tincion y destefiido.

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

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

* Electroforesis capilar. Electroforesis Capilar de Zona (CZE): ;qué influencia tiene



la modificacién de pardmetros —campo eléctrico, temperatura y pH del buffer—
sobre la velocidad del flujo electroendosmético? Deteccidn. Identificacién y
cuantificacion de analitos. Formas de representacion e interpretacion de
electroferogramas.

Isoelectroenfoque Capilar (CIEF). Determinacion de puntos isoeléctricos de
proteinas. ;Como se estandarizan los resultados? ;Cudl es la caracteristica del
capilar empleado? Condiciones de mantenimiento y resguardo de los capilares.

3. DISCUSION DE RESULTADOS DE TRABAJOS PRACTICOS

Presentacién de resultados por comisiones. Discusion, aplicando conceptos
tedricos y practicos. Identificacién de problemas basados en situaciones
frecuentes que surgen durante el desarrollo de las técnicas electroforéticas y
estrategias para resolverlos.

4. RESOLUCION DE PROBLEMAS (por comisiones)

Problemas con inclusion de andlisis de resultados. Célculo de pardmetros
involucrados en las distintas técnicas electroforéticas (tamafios moleculares,
puntos isoeléctricos, constantes fisicoquimicas).

EVALUACION

* Participacién en clases tedricas y practicas

* Informe con el andlisis de los resultados de los trabajos practicos

¢ Examen final
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