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https://drive.google.com/file/d/1enjnh_NHLq2ShyDKX4TeZqFx9nOr1NG3/view?usp=sharing

Contenidos Teoricos:
o Estructura y conformacion proteica
« Dosificacion de Proteinas
« Estrategias de inmunodeteccion
« Principios fisico/quimicos de la electroforesis
e Western Blotting

Antes de abordar la metodologia de la técnica de Western Blot, es esencial que los
estudiantes posean un entendimiento sélido de los principios fisico/quimicos de las técnicas de
migracion diferencial, enfocado a la electroforesis y de la biologia de las proteinas que se van
a analizar. Esto incluye la estructura primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria, y como la
desnaturalizacion afecta la conformacion necesaria para la separacion por electroforesis. Se
revisaran conceptos fundamentales como los puntos isoeléctricos (pl), el peso molecular, la
hidrofobicidad, y la funcion de las modificaciones postraduccionales. Estos factores determinan
criticamente la migracion proteica, asi como también se analizaran la eleccion de buffers de
lisis, las condiciones de electroforesis, y la reactividad del anticuerpo en las etapas de
inmunodeteccion.

Contenidos Practicos:

1. Cuantificacién de proteinas: Determinacion de la concentracion total de proteinas en
una muestra bioldégica mediante métodos colorimétricos o espectrofotométricos (por
ejemplo, Bradford, Lowry o BCA).

Conceptos de carga equivalente de proteinas totales en las siembras, variabilidad
técnica y, reproducibilidad del ensayo.

2. Corrida Electroforética (SDS-PAGE): Separacion de las proteinas de una muestra en un
gel de poliacrilamida por aplicacién de un campo eléctrico, basandose en su peso molecular
y/o carga. Conceptos de movilidad electroforética y desnaturalizacién proteica por SDS.

3. Transferencia (Western Blot)

« Western Blot de Transferencia Himeda: Transferencia de proteinas desde el gel
obtenido de la corrida de SDS-PAGE a una membrana de nitrocelulosa (PVDF).
Concepto de transferencia de soporte aplicando un campo eléctrico.

o Western Blot de Transferencia Semi-seca: Transferencia de proteinas desde el gel
obtenido de la corrida de SDS-PAGE a una membrana de nitrocelulosa mediante una
configuracion de tipo sandwich con electrodos de placa y una cantidad minima de
tampon.

4. Inmunodeteccion
« Deteccion por quimioluminiscencia: Incubacion de la membrana de nitrocelulosa
bloqueada con un anticuerpo primario (especifico) y luego con un anticuerpo secundario
conjugado a una enzima (ej., peroxidasa de rabano, HRP) y captura mediante rayos X o
un equipo de imagen digital de la sefal del sustrato quimioluminiscente. Conceptos de
anticuerpo primario y especificidad, anticuerpo secundario conjugado y captura de
guimioluminiscencia.




o Deteccion por Fluorescencia: Incubacion de la membrana de nitrocelulosa bloqueada
con un anticuerpo primario (especifico) y luego con un anticuerpo secundario conjugado
a un fluoréforo y captura de la sefial fluorescente mediante la excitacion luminica a una
longitud de onda especifica y un escaner de fluorescencia. Conceptos de anticuerpo
primario y especificidad, anticuerpo secundario conjugado y captura de fluorescencia.

Contenidos Teorico/Practicos (taller):

1. Andlisis comparativo de ventajas y desventajas de la transferencia himeda y semiseca,
de la deteccidn por quimioluminiscencia y por fluorescencia.

2. Andlisis de Proteinas Fosforiladas o Modificadas: Uso de anticuerpos de deteccién de
sitios especificos, de fosforilacion o de modificacion post-traduccional (ej., acetilacion,
ubiquitinacién). Concepto de estudio de vias de sefializacion celular.

3. Optimizacion y Solucién de Problemas (Troubleshooting): Capacitar a los estudiantes
para adaptar la técnica a diferentes tipos de muestras y condiciones experimentales, e
identificar y resolver fallas comunes (artefactos, baja sefial, alta inespecificidad).

4, Andlisis Cuantitativo: Profundizar en los métodos para obtener datos cuantitativos,
incluyendo el uso de controles de carga adecuados (proteinas housekeeping o stain-free
technology) y la interpretacién de resultados en relacion con los estandares de publicacion.
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