Técnicas electroforéticas. Fundamentos y aplicaciones

A\
EXACTASE

Departamento de Quimica Biolégica
Facultad de Clencias Exactas y Naturales

Universidad de Buenos Aires

CURSO DE POSGRADO Y DOCTORADO
“TECNICAS ELECTROFORETICAS. FUNDAMENTOS Y APLICACIONES”
PROGRAMA TEORICO Y PRACTICO

TEORIA

Electroforesis. Factores involucrados: eléctricos, fisicos, quimicos. Control de condiciones eléctricas.
Efecto de la atmdsfera idnica (Debye). Electroforesis libre y en medio soporte. Efectos de adsorcion, tamiz
molecular y electroenddsmosis. Fuerza electroendosmdtica (FEO): formacion de la doble capa eléctrica.
Tinciones generales y diferenciales. Densitometria.

Electroforesis en gel de agarosa. Equipos. Agarosa: caracteristicas. Factores que afectan la movilidad
de dcidos nucleicos. Control de integridad de ARN y andlisis de perfiles electroforéticos de fragmentos de
DNA. Electroforesis de campo pulsante.

Electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE). Polimerizacion de mondmeros. Movimiento de las
moléculas a través de los poros del gel. Condiciones nativas y desnaturalizantes. Sistemas homogéneos
y discontinuos. Sistema multifdsico de buffers. Funcion reguladora de Kohlrausch. Determinacion de
tamafios moleculares: diagrama de Ferguson y electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de
dodecilsufato de sodio (SDS-PAGE). Deteccion después de la electroforesis. Western blotting. Distintas
técnicas de transferencia, Tipos de membranas. Inmunodeteccion. Deteccion de interaccion de poteina-
ADN (EMSA,).

Isoelectroenfoque (IEF). Fundamento tedrico. Principios fisicoquimicos. Gradientes de pH naturales e
inmovilizados. Determinacion de punto isoeléctrico de compuestos anfotéricos. Curvas de titulacion de
proteinas. Electroforesis 2D (IEF + SDS-PAGE).

Electroforesis capilar. Fundamento de la técnica, principios fisicoquimicos. Fuerza electroendosmética,
dispersion, movilidad, tiempo de migracion. Tipos de capilares. Diferentes modos de operacion.
Determinacion de tamafios moleculares, puntos isoeléctricos, interaccion de proteina-ADN (cEMSA).
Aplicaciones de la técnica de electroforesis capilar a andlisis e investigaciones clinicas, bioquimicas,
farmacéuticas e industriales.

TRABAJOS PRACTICOS

e Electroforesis. Efecto de la variacién en los parametros eléctricos y quimicos sobre desarrollos
electroforéticos. Control de los pardmetros usados. Necesidad del uso de soluciones reguladoras.

e Electroforesis en gel de agarosa. Determinacion de integridad de ARN y andlisis de fragmentos de
ADN. Efecto del tamafio de poro, la fuerza electroendosmatica de la agarosa, el uso de distintas
cubas y peines, el cambio de buffers, las condiciones eléctricas y los tiempos de electroforesis sobre
los resultados del desarrollo electroforético.

e Electroforesis en gel de poliacrilamida. Efecto de la variacién en los parametros eléctricos sobre el
desarrollo electroforético. Desarrollos en condiciones nativas y desnaturalizantes. SDS-PAGE.
Tamafios moleculares. Sistemas discontinuos de proteinas acidas o neutras empleando el sistema
multifasico de buffers, bajo distintas condiciones experimentales. Modificaciones en el protocolo
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para efectuar el analisis de proteinas basicas. Comparacion de eficiencia, sensibilidad y tiempos de
tincidn y destefido entre las tinciones generales y especiales. Aplicacidon a un modelo de EMSA.

e Semicuantificacién y analisis de resultados obtenidos en geles utilizando el software Imagel.
Resolucién de muestras problema. Limitaciones de la técnica. Ejemplos.

e Western blotting. Transferencias humeda y semiseca. Comparacién de ventajas y desventajas entre
ambas técnicas. Deteccidon colorimétrica, por quimioluminiscencia (ECL) y por fluorescencia. Control
de la eficiencia del procedimiento.

e Electroforesis Capilar de Zona (CZE): descripcion del equipo. Influencia que tiene la modificacion de
parametros (campo eléctrico, temperatura y pH del buffer) sobre la velocidad del flujo
electroendosmotico. Detectores. Identificacion y cuantificacion de analitos. Formas de
representacion e interpretacion de electroferogramas.

e |soelectroenfoque Capilar (CIEF). Determinacidn de puntos isoeléctricos de compuestos
anfotéricos. Necesidad del uso de distintos tipos de capilares. Estandarizacién de los resultados.

DISCUSION DE RESULTADOS Y PROBLEMAS

Presentacién de resultados por los participantes al curso. Discusién, aplicando conceptos tedricos y
practicos. Resolucién de problemas basados en situaciones frecuentes que surgen durante el desarrollo
de las técnicas electroforéticas. Calculo de pardmetros derivados del analisis de resultados (tamafios
moleculares, puntos isoeléctricos, constantes fisicoquimicas).

EVALUACION
v’ Participacién en clases tedricas y précticas
v"Informe con el andlisis de los resultados de los trabajos précticos

v" Examen final
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