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PROGRAMA 2004 - CURSO DE POSTGRADO
TECNICAS ELECTROFORETICAS. FUNDAMENTOS Y APLICACIONES

Electroforesis

Teoria general. Movilidad electroforética. Factores que influyen en procesos
electroforéticos: eléctricos, fisicos, quimicos. Caracteristicas fisicoquimicas de la
electroforesis. Electroforesis a bajo y alto voltaje. Control de condiciones eléctricas.
Soluciones reguladoras (pH, fuerza ionica). Medios soporte. Métodos de deteccion y
cuantificacion. Tinciones generales y diferenciales. Cuantificacion por densidad de color.
Densitometro.

Electroforesis en geles de agarosa

Condiciones. Equipos. Factores que afectan la movilidad. Deteccion de dcidos nucleicos.
Estudio semicuantitativo de niveles de ARNm mediante programas de andlisis densitométrico.
Aplicaciones para el control de integridad de ADN. Andlisis de fragmentos de cDNA
obtenidos por PCR. Aplicacion a procesos de apoptosis (ladder).

Electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE)

Caracteristicas de la polimerizacion, condiciones éptimas de preparacion del gel.
Catalizadores. Tamai#io de poro. Teorias acerca del movimiento de las moléculas a través del
gel. PAGE en condiciones nativas y desnaturalizantes. Electroforesis preparativa. Gradientes
de poliacrilamida. Sistemas homogéneos y de buffers discontinuos. Determinacion de pesos
moleculares: diagrama de Ferguson y PAGE en presencia de SDS. Técnicas de deteccion.
Western blot: métodos de deteccion colorimétrico y por quimioluminiscencia. Utilizacion de
programas informdticos para andlisis semicuantitativo de densidad de bandas.

Isoelectroenfoque (IEF)

Teoria general. Principios fisicoquimicos. Medios soporte: geles de poliacrilamida y de
agarosa. Anfolitos. Formacion y determinacion del gradiente de pH. Gradientes naturales e
inmovilizados. Equipos. Fuentes de poder. Condiciones eléctricas. Cdlculo de Volthora.
Sistemas de refrigeracion. Curvas de titulacion de proteinas.

Electroforesis bidimensional
Combinaciones de IEF y PAGE. Interpretacion de resultados. Equipos. Programas
informaticos. Aplicaciones.

Electroforesis y deteccion inmunologica.
Combinacién del desarrollo electroforético y reaccion inmunolégica. Fundamento.
Inmunofijacion, inmunoelectroforesis, electroinmunodifusion monodimensional (rocket),

electroinmunodifusion cruzada. Contrainmunoelectroforesis. Caracteristicas de las técnicas
(sensibilidad, especificidad). Aplicacion.

Electroforesis capilar

Fundamento, principios. Fuerza electroendosmotica, dispersion, movilidad, tiempo de
migracion. Modos de operacion: de zona (CZE), cromatografia miscelar electrocinética
(MEKC), isoelectroenfoque (CIEF), isotacoforesis (CIP). Equipos. Capilares. Detectores.
Aplicaciones. Separacion de compuestos quirales.
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TRABAJOS PRACTICOS @Qi /5
1) Condiciones eléctricas en el desarrollo electroforético. Medicion de voltaje e intensided.); | at

Medios soporte: membranas de acetato de celulosa, geles de agar y agarosa. Tinciones
generales y diferenciales.

2) Electroforesis en geles de agarosa. Determinacion de integridad de ADN y ARN.
Identificacion de fragmentos de ADNc amplificados por PCR, de acuerdo con su
movilidad electroforética en gel de agarosa usando marcadores de tamario molecular.

3) Preparacion del sistema de PAGE en placa (armado y sellado). Electroforesis en geles de
poliacrilamida. Sistemas de buffers homogéneo y discontinuo. Condiciones nativas y
desnaturalizantes. Tratamiento de la muestra. Siembra. Tinciones. Secado de gel.
Determinacion de masas moleculares de macromoléculas.

4) Isoelectroenfoque en geles de poliacrilamida. Eleccion de parametros eléctricos.
Preparacion de placas. Desarrollo. Tincion. Calculo de los volthoras. Medicion del
gradiente de pH.

5) Combinacion de técnicas electroforéticas e inmunoldgicas para la deteccion,
cuantificacion y/o caracterizacion de proteinas: comparacion de las técnicas de
electroinmunodifusion (rocket) e inmunofijacion sobre membranas de acetato de celulosa.
Western blot.

6) Electroforesis capilar. Determinacion de condiciones de trabajo. Comparacion de
distintos modos de operacion.

Tebricas, seminarios, discusion de problemas y analisis de resultados: 40%.
Trabajos practicos individuales: 50%.
Trabajos practicos grupales: 10%.
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