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TECNICAS ELECTROFORETICAS. FUNDAMENTOS Y APLICACIONES
CURSO DE POSTGRADO - PROGRAMA 2006

Caracteristicas del curso:
Enfocado a profundizar los conceplos sobre la metodologla electroforética que se hubicran
adquirido en materias hasicas de las respectivas carreras y a aportarles a los alumnos
herramientas para su capacitacion en técnicas electroforéticas. Con respecto a las materias
basicas de las licenciaturas que se dictan en esta l'acultad, el curso amplia los fundamentos
teoricos y los aspectos experimentales de algunas técnicas, incorpora la ensefanza de nueva
metodologia y permite a los graduados un contacto directo con la problematica que surge
en la aplicacion de estas técnicas, asi como la discusion tedrica aplicada a la resolucion de
tales problemas.

Temas a desarrollar en el curso:

Electroforesis

Teoria  general.  Movilidad electroforética.  I'actores  que influyen en  procesos
electroforéticos:  eléctricos, fisicos,  quimicos. Caracteristicas fisicoquimicas de la
electroforesis. Ilectroforesis a bajo y alto voltaje. Control de condiciones cléctricas.
Soluciones reguladoras (PH. fuerza idnica). Medios soporte. Métodos de deteccion y
cuantificacion. Tinciones generales Y diferenciales. Cuantificacion por densidad de color.
Densitometria.

Electroforesis en geles de agarosa

Medio soporte: caracteristicas de los distintos tipos de agarosa. Condiciones para su
eleccion. Equipos: cubas horizontales. electroforesis submarina. Iactores que afectan la
movilidad electroforética en este medio soporte. Andlisis de dcidos nucleicos. Uso de
electroforesis en la técnica de PCR (concepto y generalidades de la técnica. detalles de los
desarrollos electroforéticos). Aplicaciones para el control de integridad de ADN. Andlisis de

Sragmentos de cDNA obtenidos por PCR. Electroforesis en soporte de agarosa en el andlisis

de procesos de apoptosis (técnicas de ladder y cometa).

Electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE)

Caracteristicas de la polimerizacion,  condiciones optimas de preparacion del gel.
Catalizadores.  Tamano de poro. Gradientes de poliacrilamida. Teorias acerca del
movimiento de las moléculas a través del gel. PAGIE en condiciones nativas v
desnaturalizantes. Técnicas analitica Y preparativa. Sistemas homogéneos v de buffers
discontinuos. Determinacion de pesos moleculares: diagrama de Ierguson y electroforesis
en gel de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE). Técnicas de deteccion.
Llectrotransferencia a membranas de nitrocelulosa. Controles. Distintas técnicas de
revelado.

Isoelectroenfoque (IEF)

Teoria general. Principios fisicoquimicos. Medios soporte: geles de poliacrilamida y e
agarosa. Anfolitos. l'ormacion y determinacion del gradiente de pH. Gradientes naturales ¢
inmovilizados. Equipos. Fuentes de poder. Condiciones eléctricas. Cdlculo de Volthora.
Sistemas de refrigeracion. Curvas de titulacidn de protelnas.

Electroforesis bidimensional
Combinaciones de IEI" y PAGI: Interpretacion de resultados. liquipos.  Programas
informdticos. Aplicaciones: proteomica.

Electroforesis de campo pulsante
Fundamentos. I:quipos. Caracteristicas técnicas. Aplicaciones.

Electroforesis y deteccidn inmunoldgica.
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Combinacion del desarrollo electroforético 'y reaccién inmunolégica. Fundamento.
Descripcion  de las  diferentes  técnicas. Inmunofijacion,  inmunoelectroforesis,
electroinmunoprecipitacion monodimensional (rocket), electroinmunoprecipitacion cruzada.
Contrainmunoelectroforesis. Caracteristicas de las técnicas (sensibilidad, especificidad).
Aplicacién. Western blot: métodos de deteccion colorimétrico Y por quimioluminiscencia.
Aplicacién de software al andlisis semicuantitativo de densidad de bandas.

Electroforesis capilar

Fundamento, principios. Aspectos tedricos Y experimentales. I'uerza clectroendosmética v
flujo electroendosmotico reverso. Dispersion, movilidad, tiempo de migracion. liquipos.
Capilares. Detectores. Andlisis cuantitativo. Modos de operacion: de zona (CZI),
cromatografla miscelar electrocinética (MIEEKC), isoelectroenfoque (CIELY), isotacoforesis
(CIP). Separacién de compuestos quirales. Comparacion de modos de operacion.
Aplicaciones.

TRABAJOS PRACTICOS

Objetivo: Los trabajos practicos, que constituyen 60% del curso, estan enfocados: a)
al conocimiento de distintos equipos electroforéticos y la adquisicion de habilidad en
el uso de los mismos mediante la realizacion de practicas personales; b) a la
aplicacion de diferentes técnicas para resolver de problemas de uso frecuente (ej.:
electroforesis en gel de poliacrilamida en el control de calidad en Bromatologia,
isoelectroenfoque en el control de calidad en I'armacologia, electroforesis en gel de
agarosa en analisis  genéticos, combinacion de técnicas electroforéticas e
inmunolédgicas en la identificacion de proteinas, electroforesis capilar en la
separacion de compuestos de bajo peso molecular).

1) Condiciones eléctricas en el desarrollo electroforético. Medicion de voltaje e
intensidad. Poder resolutivo de medios Soporte: membranas de acetato de celulosa,
geles de agar, agarosa y poliacrilamida. Ivaluacion del flujo electroendosmaotico.
Tinciones generales y diferenciales.

2) Electroforesis en geles de agarosa. Determinacion de integridad de ADN y ARN.
Identificacion de fragmentos de ADNe amplificados por PCR, de acuerdo con su
movilidad electroforética en gel de agarosa usando marcadores de tamaiio
molecular. Andlisis de apoptosis celular por ladder.

3) Preparacion del sistema de PAGI; 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 Y caracteristicas estructurales de

macromoléculas.

3) Isoelectroenfoque. Ileccion de parametros eléctricos, medio soporte y electrolitos.
Preparacion de placas. Desarrollo. Tincion. Célculo de volthoras. I'ormacion y
medicion de gradientes de pli.

4) Combinacion de técnicas electroforéticas e inmunolégicas para la deteccion,
cuantificacion y/o caracterizacion de proteinas: comparacion de las técnicas de
electroinmunodifusion (rocket) e inmunofijacion, sobre membranas de acetato de
celulosa gelificado y Titan. Transferencia eléctrica a membranas de nitrocelulosa.
Western blot. Distintas técnicas de revelado.



5) Llectroforesis capilar. Identificacion de los factores que intervienen en
electroforesis capilar. Aspectos operativos. Variacion de las condiciones de trabajo
(eléctricas, caracteristicas del capilar, inyeccion, tamaiio de muestra, propiedades de
los compuestos a separar, modos de operacion, deteccion). Resolucion de problemas
relacionados con el andlisis cuantitativo. Aplicacion de la deteccion indirecta en UV
para la separacion de cationes inorgdrnicos.
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