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INTRODUCCION

Comprender por completo un proceso bioldgico requiere de herramientas que permitan manipular las células y
observar los procesos, tal como éstos ocurren in vivo. Es prioritario que estas herramientas no sean de contacto, ni
destructivas y capaces de generar informacion en tiempo real y secuencial. Adicionalmente, tienen que proveer
imagenes a nivel sub-celular. En la actualidad, estos requerimientos pueden ser cumplidos sélo si se trabaja con las
técnicas de Biofotdnica, Unicas por su capacidad de abarcar los &mbitos de la biologia desde lo microscopico hasta
lo macroscdpico.

En el campo de las imagenes, al presente existe una plétora de técnicas Opticas con las cuales obtener informacion,
cada una con sus debilidades y fortalezas. En este curso se estudiaran las principales técnicas de dptica biomédica
utilizadas en el campo de la medicina, la bioingenieria, biotecnologia y las nanociencias. Analizando los principios
de trabajo, instrumental y modalidades de uso.

Se pretende estudiar y presentar las técnicas Opticas mas actuales como la microscopia laser confocal y microscopia
multifoténica, capaces de proporcionar imagenes de resolucion subcelular. Se analizaran ademas, los nuevos
procedimientos que permiten integrar éstas microscopias con otras tecnologias de Gltima generacion: nanoscopia
(técnicas de super-resolucion), imagenes hiper-espectrales, microscopia de excitacion no lineal, espectroscopia de
correlacién de fluorescencia, y tomografia de coherencia Optica por mencionar algunas. Asimismo, se analizaran
los métodos a escala macroscépica, evaluacion espectroscépica y de imagen basadas en las propiedades de la luz y
su interaccion con la materia, como fluorescencia, reflectancia, dispersion, polarizacion y coherencia; analizando
su aplicaciones como herramientas de diagnostico.

Se hara especial hincapié en la necesidad de realizar una integracion de dos 0 mas de estas técnicas en una misma
plataforma, para contar con una herramienta de analisis mas poderosa y no invasiva, que permita obtener
informacion multidimensional fisiolégica y patolégica. Numerosas aplicaciones aplicadas a la agroindustria,
ingenieria de alimentos, bioingenieria y medicina seran presentadas y discutidas para comprender las ventajas y
potencialidad de las distintas técnicas de la 6ptica biomédica.

CONTENIDOS

MODULO 1: Principios de Biofotdnica

Unidad 1: Introduccion a la Biofotonica.

Definicion. Herramientas y clasificacion de la Biofotonica. Importancia y mercado de la Biofotonica. Area
multidisciplinaria. Oportunidades de investigacion béasica y desarrollo de tecnologia. Biofotonica en Argentina y el
mundo. Conceptos basicos: naturaleza de la luz, polarizacion, velocidad de fase y velocidad de grupo, coherencia,
interferencia y difraccion. Fotones.

Unidad 2: Interaccion de la luz con los sistemas bioldgicos

Interpretacion clésica. Absorcion. Propiedades de absorcion de las células y los tejidos. Dispersion. Dispersion de
Rayleigh y de Mie. Ventana Optica en los tejidos. Conceptos basicos de Fluorescencia. Fluoréforos (enddgenos,
exogenos, fluoréforos en el infrarrojo cercano, puntos cuénticos, proteinas fluorescentes). Interacciones de la luz
con los tejidos (Efectos foto-quimicos, efectos térmicos, foto-ablacion, ablacion inducida por plasma y foto-
disrupcion). Ejemplos.

MODULO 2: Técnicas fluorescentes y aplicaciones de 6ptica biomédica

Unidad 3: Microscopia de fluorescencia. Equipamiento. Fuentes de luz y lentes objetivas. Sistema de Filtros.
Configuracion derecha e invertida. Fotoblanqueo. Microscopia de desconvolucion. Formacion de la imagen.
Técnicas de desconvolucidén. Reconstrucciones tridimensionales. Microscopia laser confocal. Principio. Pinhole.
Resolucion lateral y axial. Tipos de microscopios confocales. Sistemas de barrido. Fuentes laser. Aplicaciones.

Unidad 4: Microscopia multifotdnica. Principio e instrumentacién. Absorcion por dos fotones. Contraste.
Imégenes en células y tejidos. Ventajas. Combinacién con otras técnicas de Biofotonica. Endomicroscopia
multifotonica. Microscopia de Imagen del Tiempo de Vida de la Fluorescencia (FLIM). Definicion. Adquisicion de
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datos. Andlisis de los datos. Instrumentacion. FLIM en el dominio de la frecuencia. FLIM en el dominio del
tiempo. FLIM en plataforma confocales y multifotonicas. Aplicaciones.

Unidad 5: Transferencia de Energia de Resonancia Fluorescente (FRET). Proceso de transferencia de energia y sus
aplicaciones para indicar proximidad y dindmica molecular. Seleccion de los marcadores fluorescentes.
Espectroscopia de Correlacion de Fluorescencia (FCS). Principio de funcionamiento. Conceptos de correlacion y
convolucién. Descripcion de la obtencion de la correlacion de fotones. Fluorescencia de Reflexion Interna Total
(TIRF). Principio. Instrumentacion. TIRF con prismas. TIRF con lentes. Aplicaciones.

Unidad 6: Microscopias de super-resolucion. El limite de resolucién en microscopia Optica. Mejora de la
resolucion en microscopia. Microscopia de iluminacion estructurada. SIM. Microscopia 4pi. Super-resolucion.
Microscopia STED. Microscopia STORM. Microscopia PALM. Aplicaciones.

MODULO 3: Técnicas no fluorescentes y aplicaciones de ¢ptica biomédica.

Unidad 7: Microscopias no lineales (NLM). Bases de la dptica no lineal. Microscopia de Generacion de Segundo y
Tercero Armonico (SHG/THG). Fuentes y detectores para SHG/THG. Instrumentacion. Fuentes de contraste en
plantas y en tejidos animales. SHG, su dependencia de la polarizacion. Aplicaciones.

Unidad 8: Microscopia de Dispersion Raman Coherente Anti-Stokes  (CARS). Introduccion. Métodos
experimentales: espectroscopia Raman, microscopia Raman, microscopia CARS. Preparacion de las muestras y
espectros de referencias. Aplicaciones en células y tejidos. Tomografia de Coherencia Optica (OCT). Definicion.
Interferébmetro de baja coherencia. Implementacion de la técnica OCT. Interpretacion de las imagenes.
Aplicaciones.

Unidad 9: Pinzas Opticas. Principio de funcionamiento. Pardmetros de la microscopia que afectan el pinzamiento
Optico. Pinzas dpticas multiples. Manipulaciones con pinzas. Medicion de fuerza, elasticidad, viscosidad y otros
parametros mecanicos. Microscopia Optica de Campo Cercano (SNOM). Principio de operacion. Fibras dpticas
utilizadas en SNOM. Resolucion obtenida. Aplicaciones.

Unidad 10: Microscopia Correlativa. Correlacion de Microscopia Optica y Electronica (CLEM). Clasificacion.
Requerimientos de la microscopia electronica. Marcadores para CLEM. Identificacion del mismo componente
celular en dos diferentes tipos de microscopias. Metodologias e Instrumentacion. Analisis de los datos.
Aplicaciones.
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Universidad Nacional BIBLIOGRAFIA
de Entre Rios

Parte de la bibliografia se encuentra en la biblioteca de la FI-UNER vy el resto la posee el profesor en formato
pdf. Los libros (en pdf), asi como las diferentes presentaciones realizadas para el curso estaran disponibles en la
plataforma Moodle. (http://bioingenieria.edu.ar/campus/)_Area de Investigacidn y Posgrado_Biofotonica.

BASICA:

- Biomedical Photonics Handbook. CRC Press. Tuan Vo-Dinh Ed. (2002).

- Biomedical Optical Imaging. Oxford University Press. J. G. Fujimoto and D. L. Farkas Ed. (2009).
- Femtosecond Biophotonics. Cambridge University Press. M. Gu Ed. (2010).

- Handbook of Photonics for Biomedical Science. CRC Press Taylor & Francis Group. Valery V Tuchin Ed.
(2010).

- Handbook of Biomedical Nonlinear Optical Microscopy. Oxford University Press. Masters & So Ed. (2008).
- Handbook of Biological Confocal Microscopy. Third edition. Springer. James B. Pawley Ed. (2006).

- Imaging in Cellular and Tissue Engineering. CRC Press. Hanry Yu and Nur A. A. Rahim Eds. (2013).

- Introduction to Biophotonics. John Wiley & Sons, Inc., publication. Wiley Interscience Ed. Prasad P. (2003).
- Optical Design for Biomedical Imaging. SPIE Press. Rongguang Liang Ed. (2010).

- Optical Fluorescence Microscopy From the Spectral to the Nano Dimension. Sprimger. Diaspro Ed. Diaspro A.
(2011).

- Nanoscopy and Multidimensional Optical Fluorescence Microscopy. CRC Press. Diaspro Ed. Diaspro A.
(2010).

- Natural Biomarkers for Cellular Metabolism. Biology, Techniques, and Applications. CRC Press. Vladimir V.
Ghukasyan and Ahmed A. Heikal Eds. (2015).

- Understanding Biophotonics. Fundamentals, advances, and applications. CRC Press. Kevin K. Tsia Ed. (2015)

COMPLEMENTARIA:

- Confocal Raman Microscopy. Sprimger. Dieing, Hollricher, and Toporski Ed. (2010).
- Laser Tissue Interactions Fundamentals and Applications. Springer. Markolf H. Niemz. (2002).
- Nonlinear Optics. Academic Press. Robert W. Boyd Ed. (2008).

- Science of Microscopy. Sprimger. Hawkes and Spence Ed. (2007).

REVISTAS:

- Biophotonics

- Journal of Biomedical Optics

- Journal of Biophotonics

- Microscopy and Microanalysis

- Nature Methods
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Universidad Nacional PLANIFICACION DEL CURSO
de Entre Rios

Objetivos Generales:
Que el alumno

v’ Conozca el campo de aplicaciones de la Biofotonica
v' Comprenda las diferentes técnicas de Optica Biomédica existentes
v Entienda y deduzca las diferentes aplicaciones de las técnicas en biologia, agroindustria y biomedicina

Objetivos Particulares:

Que el alumno:

Comprenda los principios de interaccion de la luz con la materia

Comprenda los principios de interaccion de la luz con las estructuras biolégicas

Comprenda los principios generales del funcionamiento de las herramientas utilizadas en Biofotdnica
Conozca las aplicaciones de la Biofotdnica utilizando Optica Biomédica

Proponga posible soluciones a problemas estratégicos relacionados a la biomedicina y agroindustria
utilizando las nuevas técnicas de Biofotonica.

Comprenda y analice criticamente publicaciones de nivel cientifico en el area.

SNENENENEN

\

Metodologia de Trabajo:

El dictado del curso se organizara en encuentros presenciales de 4 hs de duracién, los dias lunes y martes (ver
cronograma) totalizando 8 horas semanales. Se realizaran 8 clases de 8 horas de duracién c/u (13:30 hs a 17:30 hs).
Se prevé 1 encuentro semanal a lo largo de 8 semanas, totalizando 64 hs de clases presenciales, complementadas
con 24 hs nominales de trabajo no presencial para el estudio de papers y trabajos relacionados a las distintas
técnicas vistas en la semana. Las 90 hs se completan con dos instancias presenciales de consulta de 1 hora cada
una.

En las clases, se desarrollaran los conceptos tedricos de cada una de las unidades y algunas actividades dirigidas
con microscopio y/o computadoras. En algunas unidades los conceptos seran reforzados con trabajos realizados en
el laboratorio de computacion. En los casos posibles, se utilizardn bases de datos y tutoriales que permiten simular
algunas de las técnicas abordadas durante el curso.

Durante el dictado del curso, los alumnos deberan realizar una presentacién oral de un tema relacionado con
algunas de las aplicaciones estudiadas. Dicha presentacion se podré realizar en forma individual o por pares de
alumnos.

Al finalizar el dictado de todos los temas, se realizard un examen escrito de caracter integrador, el cual podra
recuperarse en caso de ser necesario.

Equipo docente:

Docente responsable:

Dr. Javier Adur

Docentes colaboradores:

Dra. Maria Fernanda lzaguirre,
Dr. Victor Hugo Casco

Cronograma del Curso:
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- Dias de encuentros presenciales: lunes y martes, de 13:30 a 17:30 hs.

Encuentro Fecha Tema Horas Profesor
1. 29y 30/10/2018  Unidades 1y 2 8 Adur
2. 05y 06/11/2018  Unidades 3y 4 8 Adur
3. 12y 13/11/2018  Unidades 4y 5 8 Adur
4. 19y 20/11/2018  Unidades5y 6 8 Adur
5. 26y 27/11/2018  Unidades 6y 7 8 Adur
6. 03y 04/12/2018 Unidades 7y 8 8 Adur/lzaguirre
7. 10y 11/12//2018  Unidades 8, 9y 10 8 Adur/Casco
8. 17 y 18 /12/2018  Presentacion/Evaluacion 8 Adur/1zaguirre/Casco

De ser necesario la fecha del recuperatorio se consensuara con los alumnos.

Condiciones de Regularidad y Promocion:
Asistencia al 80% de las clases.

Aprobacién de la presentacion oral.

Aprobacién de la evaluacion final con al menos el 60%.

Infraestructura necesaria:

- Aula de posgrado.

- Cafion proyector y elementos de clases.

- Laboratorio de computacion con conexion a Internet

- Laboratorio de Microscopia aplicada a Estudios Moleculares y Celulares (LAMAE-FI.UNER)
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