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“Curso Avanzado de Microscopia Confocal de Barrido Laser”

Instituto de Biologia Molecular y Celular de Rosario (CONICET-UNR)

Rosario, Santa Fe, Argentina - 9 al 13 de Octubre de 2017

ORGANIZADORES Y PLANTEL DOCENTE:

El curso estara coordinado por los Dres. Ramiro Rodriguez y Lia Pietrasanta. El cuerpo docente
estard integrado de la siguiente manera:

Dra. Lia Pietrasanta (CMA, FCEN-UBA).

Dr. Ramiro Rodriguez (IBR, CONICET-UNR; FBioy F y CEl, UNR)
Dra. Lorena Sigaut (CMA, FCEN-UBA).

Dra. Catalina von Bilderling (IFIBA, CONICET-UBA).

Tec. Rodrigo Vena (IBR, CONICET-UNR)

Dr. Enrique Morales (IBR, CONICET-UNR)

DESCRIPCION:

La actividad programada propone fomentar el uso de técnicas avanzadas de Microscopia Confocal
de Barrido Laser (LSCM). Consiste en un curso avanzado con un numero reducido de estudiantes de
amplia representacién geografica que permita una intensa actividad practica y que cubra técnicas
modernas de microscopia funcional para la adquisicién y el procesamiento de imagenes. El objetivo del
curso es dar a conocer los conceptos y fundamentos en los que se sustentan una serie de técnicas
avanzadas de LSCM, y de esta manera capacitar a usuarios con conocimiento previo en aspectos basicos
de LSCM en el manejo y la aplicacién adecuada de dichas técnicas. El curso serd dictado de forma
intensiva en una semana con una carga horaria total de 45 horas. Se trata de un curso tedrico-practico
gue combina clases tedricas, una extensa actividad practica frente a los equipos en grupos reducidos
gue garanticen la operacidn por parte de los alumnos y, finalmente, sesiones de procesado informatico
de las imagenes adquiridas.

RESUMEN de los CONTENIDOS:

1. Contenidos tedricos

1.1. Conceptos fundamentales de Microscopia Confocal de Barrido Laser.
1.2. Colocalizacién cuantitativa.

1.3. Transferencia de energia por resonancia de Forster (FRET).

1.4. Recuperacién de la fluorescencia después del fotoblanqueo (FRAP).
1.5. Espectroscopia por correlacién de fluorescencia (FCS).

2. Contenidos prdcticos
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2.1. Adquisicidn, procesamiento y analisis de datos en experimentos de FRET y de FCS.
2.2. Andlisis y procesamiento de imagenes: experimentos de colocalizacién de fluoréforos,
deconvolucion espectral, de FRAP.

BECAS

Se cuenta con financiacién por parte del Sistema Nacional de Microscopia (MinCyT) para otorgar
becas completas a los 12 alumnos seleccionados.

INSCRIPCION:

Enviar un email antes del 4 de Septiembre de 2017 a cursomicroscopia@ibr-conicet.gov.ar con el
apellido del postulante en el subject del correo y adjuntando un Curriculum vitae resumido de no mas de
5 paginas y los documentos mencionados en los requisitos. Las solicitudes que no cumplan con estos
requisitos no seran tenidas en cuenta.

REQUISITOS:

1. Ser estudiante de doctorado o estar realizando un posdoctorado en la materia.

2. Enviar una carta de recomendacién de no mds de una carilla con el aval del director del
postulante.

3. Enviar una carta de intencion de no mas de una carilla con detalles de las aplicaciones
experimentales concretas por las que necesita hacer el curso y la disponibilidad concreta de
equipamiento para hacer los experimentos luego del curso en su lugar de trabajo.

4. Tener aprobado algun curso basico de LSCM y/o publicaciones o presentaciones a congresos que
demuestren y acrediten tener conocimientos basicos de LSCM.
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CURSO AVANZADO DE MICROSCOPIA CONFOCAL DE BARRIDO LASER

Responsables docentes:

Dr. Ramiro Rodriguez y la Dra. Lia Pietrasanta
Docentes:

Dra. Lia Pietrasanta, IFIBA (CONICET-UBA) y CMA (FCEN-UBA)
Dr. Ramiro Rodriguez (IBR, CONICET-UNR; FBioyF y CEIl, UNR)
Dra. Lorena Sigaut, IFIBA (CONICET-UBA)

Dra. Catalina von Bilderling, IFIBA (CONICET-UBA)

Tec. Rodrigo Vena (IBR, CONICET-UNR)

Dr. Enrique Morales (IBR, CONICET-UNR)

1. Fundamentacion

La microscopia confocal de fluorescencia es una de las herramientas principales para el estudio
de moléculas en células. En el curso se discutiran aspecto tedricos y practicos de técnicas
avanzadas en el estudio de biomoléculas por microscopia confocal de fluorescencia.

2. Contenidos teoricos
21. Conceptos fundamentales de Microscopia Confocal de Barrido Laser

Conceptos fundamentales de microscopia optica: interferencia, difraccién, profundidad de
campo, fuentes de luz y detectores, sondas para el marcado y la preparacién de muestras.
Principios basicos de la microscopia confocal. Resolucion axial y lateral. Imagen. Evaluacion
de los parametros para la adquisicion de imagenes. Microscopio confocal LSM880:
funcionamiento, técnicas disponibles y aplicaciones en biologia celular.

2.2, Colocalizacion cuantitativa

Colocalizaciéon cuantitativa. Definicién. Colocalizacién vs interaccion. Fluoréforos para
colocalizacion. Deteccidon de colocalizacion. Colocalizacion cuantitativa: coeficientes de
Pearson, Manders, m1 y m2. Definicidon de pixeles colocalizantes. Algoritmos automaticos de
deteccioén de colocalizacion: algoritmo de Costes, algoritmo de Villalba. Software de aplicacién
de algoritmos. Aplicaciones de colocalizacién. Deconvolucion espectral.

23. Transferencia de energia por resonancia de Forster (FRET)

Colocalizacion vs interaccion. Principio y definicion de dador y aceptor. Pre-requisitos para
FRET. Eficiencia de FRET. Qué se mide en FRET. Pares de fluoréforos para FRET. FRET
para Ratio Imaging: ventajas y limitaciones. FRET por fotoblanqueo del aceptor: ventajas y
limitaciones. Configuracion del microscopio para la deteccién del par dador/aceptor
correspondiente. Evaluacion del sangrado y la excitaciéon directa del aceptor. Protocolos de
adquisicion de imagenes para FRET. Aplicaciones de FRET.

24, Recuperacién de la fluorescencia después del fotoblanqueo (FRAP)

Definicién. Ventajas y limitaciones. Protocolo de adquisicion para FRAP. Consideraciones:



ruido de fondo, fotoblanqueo por adquisicion. Correccion por fotoblanqueo por adquisicion.
Analisis de los datos. Modelos. Aplicaciones de FRAP.

2.5. Espectroscopia por correlacion de fluorescencia (FCS)

Origen de las fluctuaciones de la fluorescencia. Adquisicion de secuencias temporales.
Calculo de auto-correlaciones. Determinacion de tiempos caracteristicos. Consideraciéon de
modelos tedricos para el ajuste de los datos. Analisis e interpretacion de curvas de auto-
correlacion. Aplicaciones de FCS.

3. Contenidos practicos
3.1. Adquisicion, procesamiento y analisis de datos en experimentos de FRET y de FCS

3.2. Analisis y procesamiento de imagenes: experimentos de colocalizaciéon de fluoréforos,
deconvolucion espectral, de FRAP.

Horas totales del curso: 45 hs
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