Curso de posgrado:
PURIFICACION DE PROTEINAS RECOMBINANTES

PURIFICACION DE
PROTEINAS RECOMBINANTES

Aprobado por Resolucion FAA 752/2026 | 50 hs de duracion

MODALIDAD: Hibrida - Estrategia Mixta (parcialmente optativa)

FECHAS: 16, 19, 23, 26, 30 de noviembrey 3,7, 10, 14, 17, 21 de diciembre.
Lunesy Jueves | 15:00 a 17:00 hs.
Fecha limite de inscripcion: 12/11/2026
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Programa Analitico:

UNIDAD I: Estrategias y generalidades sobre la purificacion de proteinas. Objetivos y planificacion de una
purificacion. Métodos bioinformaticos para estimar las propiedades de una proteina a partir de su secuencia
de aminoacidos. Consideraciones para proteinas de membrana. Errores y problemas comunes.

UNIDAD II: Prediccion de estructuras a partir de la secuencia. Modelado por homologia. Modelado por
aprendizaje automatico. Colabfold y AlphaFold3. Visualizacion de estructuras con PyMOL y ChimeraX.
Uso de modelos moleculares para estimacion de propiedades fisicoquimicas de las proteinas.

UNIDAD III: Métodos generales para manejo de proteinas. Composicion quimica de soluciones para
almacenamiento y medida de actividad de enzimas. Buffers organicos. La actividad enzimatica como
control de calidad de una muestra de enzima. Cuantificacion de proteinas por métodos espectroscopicos y
quimicos. Concentracion de soluciones de proteinas e intercambio de solutos: dialisis, filtracion en geles,
ultrafiltracion por presion y centrifugacion, liofilizaciéon, precipitacion con sulfato de amonio,
cristalizacion. Estabilidad de muestras de proteinas. Causas de inactivacion.

UNIDAD IV: Introduccion a la expresion de proteinas recombinantes. Eleccion de la especie de células
para produccion de proteinas. Sistemas procariotas y eucariotas: ventajas y desventajas. Uso de codones.
Proteinas de secrecion y formacion de puentes disulfuro. Proteinas citoplasmaticas y de membrana.
Proteinas toxicas. Co-expresion de chaperonas. Preparacion de extractos celulares. Métodos para ruptura y
fraccionamiento celular. Aislamiento de organelas y estructuras sub-celulares. Eliminacion de acidos
nucleicos.

UNIDAD V: Vectores de expresion. Promotores. Estrategias de clonado, mutagénesis y construccion de
vectores. Proteinas de fusion para mejorar solubilidad de proteinas. Proteinas de fusion a tags para
cromatografia de afinidad. SnapGene.

UNIDAD VI: Expresion de proteinas heterdlogas en Escherichia coli. El operon lac. Seleccion de cepas
de expresion. Expresion citoplasmatica y periplasmica. Sistemas de expresion inducibles. Los vectores
pET. Medios de autoinduccion. Purificacion en condiciones desnaturalizantes. Renaturalizacion de
proteinas a partir de cuerpos de inclusion.

UNIDAD VII: Expresion de proteinas heterologas en Pichia pastoris. Generalidades sobre la expresion en
levaduras y hongos. Modificaciones post-traduccionales. Expresion de proteinas heterologas en células de
insectos. Baculovirus. Expresion transiente de proteinas heterologas en células de mamifero.

UNIDAD VIII: Métodos cromatograficos. Cromatografia de media presion FPLC. Cromatografia de
intercambio i6nico. pH isoeléctrico y carga eléctrica superficial de una proteina. Cromatografia de
exclusion molecular. Matrices. Resolucion. Determinacion de estructura cuateranaria y peso molecular.
Uso de patrones y calibracion. Cromatografia de interaccion hidrofobica. Fundamento. Matrices.
UNIDAD IX: Cromatografia FPLC. Cromatografia de afinidad. Comparacion con otros métodos.
Fundamento. Matrices. Cromatografia de afinidad por iones metalicos inmovilizados (IMAC).
Regeneracion de matrices. Protocolos. Purificacion de proteinas de membrana. Preparacion de muestras.
Solubilizacion con detergentes. Expresion en sistemas libres de células.

UNIDAD X: Muestras de proteinas purificadas. Caracterizacion. Pureza. Peso molecular. Concentracion.
Estabilizantes y aditivos. Estructura cuaternaria. Presencia de modificaciones post-traduccionales. Posibles
contaminantes. Artefactos comunes durante la purificacion de una proteina.

CLASE PRACTICA DE FPLC: Procesos basicos de manejo del sistema FPLC Akta Pure. Purificacion
de la proteina verde fluorescente en un sistema FPLC Akta Pure.



Objetivos generales

Que el alumno sea capaz de:

= Adquirir una comprension integral de las diversas estrategias y consideraciones en la purificacion
de proteinas, desde la planificacion hasta la ejecucion y resolucion de problemas.

= Aprender a utilizar herramientas bioinformaticas y técnicas de modelado para predecir las
propiedades y estructuras de las proteinas a partir de sus secuencias de aminodcidos.

= Obtener competencias en la manipulacion y conservacion de proteinas, incluyendo métodos de
cuantificacion, almacenamiento y control de calidad.

= Comprender los principios y técnicas de la expresion de proteinas recombinantes en diversos
sistemas biologicos, asi como la construccion y uso de vectores de expresion.

= Aprender y aplicar distintos métodos cromatogrdficos para la purificacion y andlisis de proteinas,
evaluando sus ventajas y desventajas.

= Desarrollar habilidades para la caracterizacion detallada de proteinas purificadas, incluyendo su
pureza, peso molecular, estructura cuaternaria y presencia de modificaciones post-traduccionales.

Objetivos especificos

Que el alumno sea capaz de:

= Planificar estrategias efectivas para la purificacion de proteinas.

= Utilizar métodos bioinformaticos para estimar propiedades proteicas a partir de secuencias de
aminodcidos.

= FElegir adecuadamente las especies celulares y sistemas de expresion (procariotas y eucariotas)
para la produccion eficiente de proteinas recombinantes.

= Disenary construir vectores de expresion eficaces, aplicando estrategias de clonado y mutagénesis
para la produccion de proteinas recombinantes con las caracteristicas deseadas.

= Aplicar técnicas de cromatografia de media presion (FPLC) para la purificacion de proteinas,

mediante las cromatografias de intercambio ionico, exclusion molecular, interaccion hidrofobica,
v de afinidad (IMAC).
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Metodologia

Todas las clases tendran la modalidad teorico-practica del tipo aula-taller (11 sesiones, 2 sesiones por
semana). En la misma se realiza una exposicion de los conceptos de cada Unidad tematica por parte del
docente, seguida por actividades practicas individuales o grupales. Las mismas se realizaran en el aula total
o parcialmente (en cuyo caso quedard como tarea para la siguiente clase), y finalizan con una breve
discusion o debate para definir las conclusiones. La clase practica de FPLC se realizara con un cromatografo
FPLC Akta Pure (Cytiva) para fortalecer la experiencia de los estudiantes. El mismo est4 ubicado en el area
Biologia Molecular del Instituto de Bionanotecnologia del NOA (INBIONATEC, CONICET-UNSE),
predio de la FAyA en El Zanjon.

Modalidad de Evaluacion

Aprobacion del curso: aprobacion de examen final con nota igual o mayor a 7 (siete); y asistencia al 60 %
de las clases tedrico-practicas (6 sesiones), mas la clase practica obligatoria de FPLC (sesion 11). La nota
final pondera también las asistencias y participacion en todos los encuentros programados. El curso no es
promocionable.



