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TECNICAS INMUNOCITOQUIMICAS

Curso de Post-Grado

Dr. Dante Agustin Paz

- Introduccién a las técnicas inmunocitoquimicas. Antigenos. Anticuerpos. Reaccion
ant{geno-anticuerpo. Anticuerpos policlonales: Obtencién. Ventajas y desventajas de los
anticuerpos policlonales. Anticuerpos monoclonales. Obtencién Ventajas y desventajas
de su uso. Distintas metodologfas inmunocitoquimicas.

- Obtencién del material biolégico. Fijacién de las muestras. Distintos tipos de
fijadores. Inclusién en parafina. Inclusién en resinas pldsticas. Cortes por congelacion.
Microscopfa éptica y electrénica. Inmunomarcacién in toto.

- Inmunofluorescencia. Métodos directos. Métodos indirectos. Distintos marcadores
fluorescentes. Doble y triple marcacién. Ventajas y desventajas de la
inmunofluorescencia. Microscopia de fluorescencia.

- Inmunoperoxidasa. Métodos directos. Métodos indirectos. Complejo PAP. Método de
avidina-biotina. Ventajas y desventajas de las distintas metodologfas que utilizan
peroxidasa. Métodos que utilizan otro sistema enzimdtico: APAAP. Reveladores.
Coloraci6n de contraste.

- ITmmunoblotting. Caracterizacién de antigenos por immunoblotting. Obtencién de las
muestras. Separacién por electroforesis. Transferencia a membranas de nitrocelulosa o
similares (blotting). Inmunomarcacién en la membrana de nitrocelulosa. Distintas
opciones de inmunomarcacién. Interpretacién de los resultados. Ventajas y desventajas
del immunoblotting.

- Otras aplicaciones. Marcaci6n simultanea de varios antfgenos. Lectinas: concepto y
aplicaciones. Evaluacién de la proliferacion celular por métodos inmunocitoquimicos.

- Documentacion de resultados. Microfotografin. Microscopio fotografico. Iluminacion
diascopica. Fluorescencia Fotografia color. Peliculas color. Papel y diapositivas. Tipos
de pelfcula. Temperatura color. Filtros. Sobre y subexposicién. Ventajas y desventajas.
Fotografia blanco y negro. Tipos de peliculas. Filtros de contraste. Sobre y
subexposicién. Ventajas y desventajas. Otros tipos de almacenamiento de imigenes.
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Trabajos pricticos programados:

Inmunofluorescencia:

1. Inmunomarcacién indirecta de una citoqueratina en epitelios de embriones y
larvas de anfibios.

2. Doble marcacién para evidenciar actina sarcomérica y nCadherina en
embriones de anfibios.

Inmunoperoxidasa:

1. Inmunomarcacién de células productoras de GH y PRL en larvas de anfibios
‘ mediante el método de la avidina-biotina.

2. Reconocimiento de proliferacién celular mediante marcadores
inmunocitoquimica de Bormodeoxiuridina.

3. Obtencién de cortes por congelacién de encéfalo de rata. Inmunomarcacién de
neuronas GnRHergicas mediante la técnica de “free floating sections”

Immunoblotting:

1. Caracterizacion de GIH y PRI, de hip6fisis de anfibios mediante Western
Blots.

Microfotografia:

1. Fotografia blanco y negro y color de las distintas inmunomarcas obtenidas en el

‘ curso.
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