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"Técnicas Inmunocitoquimicas"

2002

Fecha: El curso tendra lugar entre los dias 9 al 14 de diciembre de 2002.

Horario: El mismo tiene un desarrollo intensivo (9-13 y 14-19 hs).

Pintaje: 2 puntos para la Carrera de Doctorado, U.B.A. (45 hs. semanales).

Lugar:. Ciudad Universitaria, Pabellon 2. Fac. Cs. Exactas y Naturales, Depto.
de Biodiversidad y Biologia Experimental, 4° piso. Lab. N° 15. (1428) Buenos

Aires, Argentina.

Fax: (0054 1) 576 — 3384 / TE: (0054 1) 576-3348.
Arancel : $ 200
Alumnos inscriptos en el doctorado de la FCEN: $100

Cupo mdximo: 20 alumnos.

Cuerpo docente: Dr. Dante Paz (responsable), Dra. Paula Vissio (responsable),

Dra. Fabiana Lo Nostro, Dr. Mario Ravaglia, Dra. Andrea Stefano.

E-mails: dante@bg, foen.uba.ar// paulav@bg.fecen.uba.ar/fabi@bg. feen.uba.ar// mario@bg.fcen.uba.ar
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INDICE TEMATICO:

- Inmunocitoquimica

- Fluorescencia

- Inmunofluorescencia

- FISH

- Inmunoperoxidasa

- Tecnica de “Free Floating”
- Inmunomarcacion in toto

- Inmunoblotting

- Recuperacion Antigénica

Apéndices

-Soluciones Reveladoras de Peroxidasa
-Soluciones Buffers

-Soluciones Fijadoras
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Contenido tedrico:

- Introduccién a las técnicas inmunocitoquimicas. Antigenos. Anticuerpos. Reaccion antigeno-anticuerpo.
Anticuerpos policlonales: Obtencion. Ventajas y desventajas de los anticuerpos policlonales. Anticuerpos
monoclonales. Obtencion. Ventajas y desventajas de su uso. Distintas metodologias inmunocitoquimicas.

- Obtencién del material biolégico. Fijacion de las muestras. Distintos tipos de fijadores. Inclusion en
parafina. Inclusién en resinas plasticas. Cortes por congelacion. Microscopia optica y electronica.
Inmunomarcacion in toto.

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

- Hibridizacién in situ fluorescente. Qué significa F.1.S.H. Tipos de material. Como es la técnica. Sondas
moleculares marcadas con fluorocromos. Aplicaciones del F.I.S.H. y su factibilidad en material fijado

- Inmunoperoxidasa. Métodos directos. Métodos indirectos. Complejo PAP. Método de avidina-biotina
peroxidasa (ABC). Ventajas y desventajas de las distintas metodologias que utilizan peroxidasa. Métodos que
utilizan otro sistema enzimatico: APAAP. Reveladores. Coloracion de contraste. Kit de revelado ABC.

- Immunoblotting. Caracterizacion de antigenos por immunoblotting. Obtencién de las muestras. Separacion
por electroforesis. Transferencia a membranas de nitrocelulosa o similares (blotting). Inmunomarcacion en la
membrana de nitrocelulosa. Distintas opciones de inmunomarcacion. Interpretacion de los resultados. Ventajas
y desventajas del immunoblotting.

- Otras aplicaciones. Marcacion simultanea de varios antigenos. Lectinas: concepto y aplicaciones. Evaluacion
de la proliferacion celular por métodos inmunocitoquimicos (PCNA y BrdU). Recuperacién antigénica en
material afiejado.

- Documentacion de resultados. Fotomicrografia. Microscopio fotografico. Iluminacion diascopica.
Fluorescencia. Fotografia color. Peliculas color. Papel y diapositivas. Tipos de pelicula. Temperatura color.
Filtros. Sobre y subexposicion. Ventajas y desventajas. Fotografia blanco y negro. Tipos de peliculas. Filtros de
contraste. Ventajas y desventajas. Otros tipos de almacenamiento de imagenes.



Programa y trabajos practicos programados:

- El curso se basa principalmente en la realizacion de Trabajos Practicos en donde desarrollamos distintas
metodologias de inmunomarcacion. En particular se llevaran a cabo los siguientes trabajos practicos:

** Inmunofluorescencia
1. Inmunomarcacion indirecta de una citoqueratina en epitelios de embriones y larvas de anfibios.
2. Doble marcacion para evidenciar actina sarcomérica y nCadherina en embriones de anfibios.

** Inmunoperoxidasa:
Inmunomarcacién de células productoras de PRL y SL en hipofisis de peces mediante la técnica de ABC.

** Fotomicrografia:
Métodos de documentacion. Fotografia blanco y negro y color de las distintas inmunomarcas obtenidas en el
curso.

** F.1.S.H. Conceptos de hibridizacion in situ fluorescente.

** Inmunoblotting;
Caracterizacion de SL de hipofisis de peces mediante Western Blots con diferentes antisueros.
** Inmunomarcacion de células en proliferacion utilizando PCNA vy recuperacion de antigenos por

tratamiento en homo a microondas.

**Examen.
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