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1. Ficha Técnica — Ensayos Biotecnoldgicos

Nombre del simulador Laboratorio de Bioquimica

Protocolo de Western Blot

Actividades de la leccion
Purificacion de ADN

Duracién aproximada 120 minutos

‘ . Bioquimica, Biologia Molecular, Biotechologia y Genética
Areas de estudio 9 & glay

Molecular

Identificacion de Proteinas - Purificacion de ADN

Temas cubiertos
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Tras completar las lecciones del curso introductorio al simulador en Campus Innovae y
practicar con él, el docente estara listo para presentarlo a sus alumnos e incorporarlo en
su practica docente, aprovechando la realidad virtual como una herramienta para

mejorar el compromiso de los estudiantes y potenciar la retencién del conocimiento.

Este documento complementa la leccion 5 del curso, ofreciendo actividades de refuerzo
pensadas para que los alumnos profundicen en los contenidos del simulador. Ademas,
se promueve el andlisis critico a través de un caso prdctico que invita al debate y a la

reflexion.

INTRODUCCION

PLANIFICACION (20")

Objetivo y

PRACTICA (110') CIERRE (20)

Uso del simulador y Puntos clave y

Contenidos ) actividades offline reflexion
y temas a estudiar

Presentacion de VR
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2. Objetivos de la Leccién

Los objetivos pedagdgicos de esta leccidn, correspondientes a las actividades Protocolo

de Western Blot y Purificacion de ADN, son los siguientes:

e Comprension de los fundamentos de técnicas de biologia molecular: como la
electroforesis en gel, la transferencia de proteinas a membranas y el uso de
perlas magnéticas para la extraccion y purificacién de ADN.

e Aplicacion precia y rigurosa de protocolos estandar de laboratorio: como el
Western Blot y la purificacion de ADN.

e Desarrollo de habilidades practicas y asepsia en el laboratorio: manejando bajo
estrictas normas de asepsia instrumentos de laboratorio.

e Desarrollo de habilidades de resolucion de problemas: aplicando los
conocimientos para llevar a cabo los pasos correctamente. Esta prdctica ayuda a
identificar posibles errores conceptuales y a mejorar la capacidad de

concentracion.

Durante la practica se abordan los siguientes puntos clave:

e Preparacion y carga de muestras proteicas en un gel de poliacrilamida

e Ejecucion del proceso de transferencia de proteinas a una membrana

e Aplicacién de anticuerpos para la identificacion de proteinas especificas

e Principios de unién de acidos nucleicos a perlas magnéticas

e Mezcla, lavado y elucidon de ADN en un entorno estéril

e Utilizacién de herramientas de laboratorio y equipamiento como pipetas,
soportes magnéticos, centrifugadoras o equipo de electroforesis.

e Normas de asepsiay seguridad

Aunque no es imprescindible contar con conocimientos previos para utilizar el
simulador, se recomienda que los estudiantes estén familiarizados con la estructura de
las proteinas, los principios de electroforesis en gel, las técnicas de transferencia de
proteinas, el uso de anticuerpos para la deteccién de proteinas, y los fundamentos de

extraccién y purificacion del ADN.
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3. Actividades Complementarias

A continuacién, se presenta una serie de actividades complementarias que puede
enriquecer la practica durante la sesién. Estas actividades se pueden realizar una vez
finalizada la practica con el simulador o mientras los participantes esperan su turno para

utilizar los dispositivos de realidad virtual.

3.1. Identificacidon y Funciéon de Componentes del Western Blot
A continuacidn, se presenta una lista de componentes utilizados en el Western Blot y
descripciones incompletas de sus funciones. Los estudiantes deben unir cada

componente con su descripcidn correspondiente y completar los espacios en blanco.

Lista de componentes: Gel-de—poliacrilamida, Anticuerpos primarios, Anticuerpos

secundarios, Buffer de transferencia, Membrana de nitrocelulosa o PVDF, Blocking

buffer, Fuente de alimentacidon, Buffer de lavado.

COMPONENTE FUNCION

Gel de poliacrilamida Se utiliza para separar las proteinas segin su

gracias a la accion de un [ .

Este reactivo amplifica la sefial al unirse al

[ y, generalmente estd conjugado con

una [ ] o fluoréforo.

Sirve para eliminar el [ y minimizar la

sefial de fondo después de la aplicacion de

1

Tiene la funcién de reconocer

especificamente la | | en la muestra,
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siendo esencial parala [ .

Facilita el movimiento de las proteinas desde

el gel hastala [ |. Contiene componentes

que aseguran una eficiente.

Generael [ | necesario para separar las

proteinas durante la |

Se utiliza para bloquear sitios [ | en la
membrana y evitar [ | de fondo.

Actla como [ para las proteinas

transferidas desde el gel. Es compatible con

los anticuerpos y permite la visualizacién de

1

3.2. Etapas en la Purificacidon de ADN con Perlas Magnéticas

A continuacion, se presenta un listado con las principales etapas del procedimiento de
purificacion de ADN mediante perlas magnéticas. Puesto que se muestran
desordenadas, en primer lugar, deberas colocarlas en el orden correcto. Luego, escribe

una descripcion para cada una de ellas.
Etapas en la purificacién de ADN:

e Limpieza de las Perlas
e Mezcla con Perlas Magnéticas
e Elucién del ADN

e Separacién de las Perlas
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A continuacion, deberas contestar a las siguientes preguntas:

e (Qué tipo de impurezas se eliminar durante el lavado con buffer de limpieza y
como afecta esto a la calidad del ADN purificado?

e (Por qué es necesario afiadir sales caotrépicas durante la mezcla con las perlas
magnéticas? Explica su funcién en el proceso de unién del ADN.

e (Qué condiciones deben cumplirse para liberar el ADN de las perlas magnéticas
durante la elucién y qué tipo de buffer se utiliza para este propdsito?

e (Qué papel juega el soporte imantado en esta etapa y como asegura que el ADN
permanezca adherido a las perlas magnéticas?

e (Por qué es importante eliminar completamente el sobrenadante antes de

continuar con el lavado? ¢ Qué podria ocurrir si quedaran restos?
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4. Soluciones a las Actividades Complementarias

4.1. Identificacion y Funcion de Componentes del Western Blot

A continuacidn, se presenta la lista de componentes utilizados en el Western Blot las y

descripciones completas de sus funciones.

COMPONENTE FUNCION

Gel de poliacrilamida Se utiliza para separar las proteinas segun su
tamaio molecular gracias a la accién de un

campo eléctrico.

Anticuerpos secundarios Este reactivo amplifica la sefial al unirse al
anticuerpo primario y, generalmente esta

conjugado con una enzima o fluoréforo.

Buffer de lavado Sirve para eliminar el exceso de reactivos y
minimizar la sefial de fondo después de la

aplicacion de anticuerpos.

Anticuerpos primarios Tiene la funcién de reconocer
especificamente la proteina diana en la

muestra, siendo esencial para la deteccidn.

Buffer de transferencia Facilita el movimiento de las proteinas desde
el gel hasta la membrana. Contiene
componentes que aseguran una

transferencia eficiente.

Fuente de alimentacion Genera el campo eléctrico necesario para
separar las proteinas  durante la

electroforesis.

Blocking buffer Se utiliza para bloquear sitios no especificos

en la membrana y evitar sefales de fondo.

Membrana de nitrocelulosa Actua como soporte para las proteinas

transferidas desde el gel. Es compatible con
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los anticuerpos y permite la visualizacién de

las bandas.

4.2. Etapas en la Purificacién de ADN con Perlas Magnéticas
A continuacion, se presenta la lista ordenada de las etapas del procedimiento de
purificacion de ADN mediante perlas magnéticas. Ademds, se incluye una breve

descripcién de cada paso.

1. Meazcla con Perlas Magnéticas: En esta etapa, se afiade una solucién de perlas
magnéticas a la muestra en presencia de sales caotrdpicas. Esto permite que el
ADN se una a las perlas mediante interacciones especificas.

2. Separacion de las Perlas: Las perlas magnéticas, ahora unidas al ADN, se separan
del resto de la muestra utilizando un soporte imantado. Esto facilita la retirada
de los contaminantes presentes en el sobrenadante.

3. Limpieza de las Perlas: El ADN unido a las perlas se limpia mediante el lavado
con buffers de limpieza especificos, como soluciones de etanol al 70% o
tampones de lavado, que eliminan impurezas y residuos de reactivos que puedan
interferir con analisis posteriores.

4. Elucién del ADN: En esta etapa final, el ADN se libera de las perlas magnéticas
mediante la adicidon de un buffer de elucién, recuperandose en un nuevo tubo

para su uso en analisis posteriores.

Las respuestas a las preguntas planteadas son las siguientes:

e ¢Qué tipo de impurezas se eliminar durante el lavado con buffer de limpieza 'y

como afecta esto a la calidad del ADN purificado?

Durante el lavado, se eliminan residuos de proteinas, sales, lipidos y otros
contaminantes. Este paso es fundamental para asegurar que el ADN esté lo
suficientemente limpio para aplicaciones posteriores como PCR o secuenciacién, donde

incluso pequeias impurezas pueden afectar a los resultados.

10
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e ¢Por qué es necesario anadir sales caotropicas durante la mezcla con las perlas

magnéticas? Explica su funcién en el proceso de unién del ADN.

Las sales caotrdpicas desestabilizan las interacciones hidrofdbicas y las estructuras
proteicas, facilitando que el ADN se una especificamente a la superficie de las perlas
magnéticas. Este paso es vital para separar el ADN del resto de los componentes

celulares.

e ¢Qué condiciones deben cumplirse para liberar el ADN de las perlas magnéticas

durante la elucidn y qué tipo de buffer se utiliza para este propésito?

El ADN se libera de las perlas magnéticas mediante un buffer de elucién que
generalmente contiene baja concentracion de sales y un pH cercano a la neutralidad.
Esta condiciones debilitan las interacciones entre el ADN vy las perlas, permitiendo que

el ADN quede disuelto en el buffer y pueda recuperarse en un nuevo tubo.

e ¢Qué papel juega el soporte imantado en esta etapa y cdmo asegura que el

ADN permanezca adherido a las perlas magnéticas?

El soporte imantado genera un campo magnético que atrae las perlas magnéticas hacia
las paredes del tubo, permitiendo retirar el sobrenadante sin perder el ADN unido a las

perlas. Esto asegura que el ADN quede retenido mientras los contaminantes se eliminan.

e ¢Por qué es importante eliminar completamente el sobrenadante antes de

continuar con el lavado? ¢ Qué podria ocurrir si quedaran restos?

El sobrenadante contiene contaminantes como proteinas, lipidos y sales que podrian
interferir con el siguiente paso de lavado o afectar la calidad del ADN purificado. Si no
se elimina completamente, estos contaminantes podrian reducir la eficacia del

procedimiento y comprometer el analisis posterior.

11
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5. Para Debatir

Antes de concluir la sesidn, se puede abrir un espacio para el debate y la reflexién
pidiendo a los estudiantes que se organicen en dos grupos. Uno de los grupos puede
defender el uso de técnicas con un coste elevado como Western Blot, mientras que el

otro grupo puede argumentar a favor de métodos alternativos mas econémicos.
Puedes comenzar el debate como sigue:

El Western Blot es una técnica ampliamente utilizada en laboratorios de investigacion y
diagndstico. Sin embargo, también es conocida por su coste elevado debido entre otras
cosas al consumo de reactivos. Por otro lado, existen métodos alternativos mas
econdmicos, como técnicas inmunoenzimaticas (ELISA) o métodos rdpidos de deteccion.
Esto plantea la siguiente cuestidn: ées justificable seguir utilizando técnicas como
Western Blot, considerando su coste, o deberiamos priorizar métodos alternativos mas

accesibles?

El objetivo de este debate es reflexionar sobre las ventajas y limitaciones de esta técnica
de laboratorio y relacionar los conceptos aprendidos en el simulador con situaciones
reales en el ambito profesional, como la eleccidn de técnicas segun los recursos y las

necesidades del laboratorio.

A continuacidn, se ofrecen argumentos a favor de cada postura.

A favor del uso de Western Blot

e Técnica versatil: No solo permite la identificacion de proteinas especificas,
sino  también evaluar modificaciones  postraduccionales, como
fosforilaciones, que son clave en muchos estudios de sefializacién celular.

e Relevancia en investigacion y diagndstico: En ciertas dreas, como la
investigacion de enfermedades infecciosas (por ejemplo, confirmacion de
VIH), Western Blot sigue siendo el método de referencia debido a su
fiabilidad.

e Profundidad del andlisis: Ofrece datos adicionales, como el peso molecular,

gue no suele estar disponibles en métodos mas econdmicos. Aunque el coste

12
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inicial es alto, la calidad de los datos justifica la inversién en contextos donde
el error no es aceptable.

e Adaptabilidad para multiples muestras: Aunque de coste elevado, permite
procesar varias muestras simultdneamente, optimizando recursos cuando se

trabaja en proyectos grandes.

A favor de métodos mas econdmicos (como ELISA)

e Mejor accesibilidad en paises con menos recursos: Los métodos como ELISA o
pruebas rapidas permiten llevar anadlisis basicos a regiones donde no hay
infraestructura ni presupuesto para técnicas complejas como el Western Blot.

e Menor curva de aprendizaje: Los métodos mds simples requieren menos
formacién técnica, facilitando su implementacidn en laboratorios con personal
no especializado.

e Mayor velocidad en situaciones urgentes: Los métodos rapidos pueden ser mas
eficientes en escenarios clinicos o de control de calidad donde se deben tomar
decisiones inmediatas.

e Reduccion de residuos y sostenibilidad: Algunos métodos mas econdmicos
generan menos residuos y consumen menos reactivos, haciéndolos mas

sostenibles en términos ecolégicos.
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