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Contenidos Minimos:

Sistemas bioldgicos bajo el microscopio:

Microscopia dptica de cultivos celulares y organismos modelos animales. Criterios y requisitos para la adquisicién
de imdgenes in vivo e in vitro. Ventajas del pez cebra (Danio rerio) como organismo modelo para microscopia de
fluorescencia. Conceptos basicos sobre desarrollo embrionario del pez cebra y morfogénesis epitelial.
Especimenes gruesos, ventajas y limitaciones para adquisicién de imdagenes in vivo. Modelo murino para el
analisis de criptas de colon. Monitoreo de bacterias

Procesos bioldgicos observables al microscopio, de nano- a micro-escala, ej. de desarrollo embrionario,
formacidn de biofilms bacterianos, interaccién ligando-receptor, migracién celular.

Microscopia de fluorescencia:

Componentes de un microscopio de fluorescencia, sistemas de iluminacidn y de deteccién.

Concepto de funcion de dispersidn de punto (psf, point spread function) y uso de esferas fluorescentes
nanométricas para su determinacién experimental.

Introduccion a tipos de microscopios y técnicas para microscopia 4D. Cdmaras de montaje y orientacion de
embriones.

Fluoréforos organicos e inorganicos, proteinas transgénicas fluorescentes, proteinas foto-convertibles. Incubacion
con marcadores fluorescentes y técnicas de microinyeccion de ADN y ARN. Aplicaciones para monitoreo de
particulas y células.

Disefio experimental y consideraciones para implementar rutinas de microscopia in vivo en montaje completo.

Procesamiento de imagenes y andlisis estadistico:

Formacidn y restauracion de imagenes en microscopia de fluorescencia multidimensional. Desconvolucion digital
Introduccion al procesamiento digital de imagenes empleando software libre (FlIJI). Métodos automaticos de
segmentacidn y monitoreo de particulas/células.

Métodos estadisticos y graficos para analizar datos de microscopia.

Programa Analitico de foja: a foja:

Bibliografia de foja: a foja:
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Unidad I: Microscopia de fluorescencia

Tipos de microscopios y técnicas

Equipamiento. Fuentes de luz y lentes objetivas. Sistema de Filtros. Configuracién derecha e invertida.
Microscopios de campo amplio, confocal. Microscopia multifotdn y de iluminacién selectiva de planos para
especimenes gruesos.

Introduccion a técnicas de super-resolucién.

Concepto de funcidon de dispersion de punto (point spread function, psf). Resolucidn lateral y axial.

Fluoréforos

Fluoréforos organicos e inorganicos, nanocristales semiconductores, proteinas fluorescentes reporteras estables y
fotoconvertibles, ventajas y limitaciones para microscopia in vivo. Aplicaciones de proteinas foto-convertibles
para estudiar migracién celular y monitoreo de nanoparticulas en tiempo real. Técnicas de FRAP y FRET.
Autofluorescencia. Biosensores.

Adquisicion de imagenes

Condiciones experimentales para la adquisicion de imagenes in vitro e in vivo, criterios en base al modelo y
proceso bioldgico a observar. Criterios para la adquisicion de imagenes 2D/3D a intervalos (time lapse). Seleccion
de filtros de excitacién y emisidn, potencia de lampara, tiempos de exposicidn, binning, determinacion de
secciones dpticas e intervalos de tiempo para analizar la epidermis embrionaria de pez cebra y monitorear
bacterias en solucidn y en biofilms.

Resolucidén espacial y temporal. Criterio de Nyquist.

Unidad Il: Sistemas biolégicos bajo el microscopio

Microscopia optica de cultivos celulares y de organismos modelos animales

Lineas celulares y cultivos primarios eucariotas. Modelos animales invertebrados, teledsteos y mamiferos.
Visualizacién de bacterias formadoras de biofilms. Descripcidon de procesos a nano- y micro-escala observables al
microscopio (transporte vesicular, migracién celular, morfogénesis epitelial, formacion de biofilms, interaccidn
ligando-receptor).

Criterios y requisitos para la adquisicion de imagenes in vivo e in vitro: Caracteristicas y composicion de los
medios de incubacidn para microscopia in vivo, control de pH, temperatura, oxigenacidn, incubadoras para




microscopios invertidos, técnicas de montaje y orientaciéon de embriones. Efecto de la fuente de iluminacion,
fototoxicidad y fotoblanqueo. Pérdida del foco durante la adquisicion.

Ventajas del pez cebra para microscopia de fluorescencia.

Caracteristicas y nociones de anatomia. El pez cebra como modelo de enfermedades humanas. Legislacién y
regulacién para su uso experimental. Conceptos basicos sobre desarrollo embrionario del pez cebray
morfogénesis epitelial. Técnicas de microscopia, para estudiar su desarrollo in vivo. Técnicas para la obtencién de
embriones transgénicos fluorescentes.

Microscopia sobre especimenes gruesos

Técnicas microscdpicas para el analisis de especimenes gruesos. Ventajas y limitaciones para adquisicién de
imagenes in vivo. Microscopia y éptica no lineal. Analisis de fluorescencia endégena en criptas de colon en
modelo murino.

Seguimiento de la formacion de biofilms de bacterias
Preparacion del sustrato y marcacién de bacterias con fluoréforos para el monitoreo de la formacion del biofilm.
Aplicaciones en sistemas de microfluidica.

Practica de Unidad I y II:

Trabajo Practico 1

En acuario y sala de microscopia:

Observacidon de embriones de pez cebra bajo la lupa, reconocimiento de estadio de desarrollo, decorionado y
montaje de embriones completos in vivo en agarosa. Anestesiado y eutanasia. Preparacién de esferas
fluorescentes micro y nanométricas. Preparacion de bacterias para biofilms y marcacién con nanocristales.

Trabajo Practico 2

Practica en Microscopio invertido Olympus IX 83 de seccionamiento: observacién de esferas fluorescentes.
Adquisicién de imagenes para la obtencidn de psf experimental en 3D. Esta sera analizada durante el desarrollo
de la parte practica de la Unidad III.

Trabajo practico 3

Observacion de embriones de pez cebra transgénicos fluorescentes que expresan cadherina-E-GFP, adquisicion de
secciones dpticas en el tiempo (3D+t), determinacién de parametros de adquisicién de imagenes, objetivos,
potencia de ldmpara, tiempo de exposicién, muestreo x,y,z.

Pruebas de fotoblanqueo de fluorescencia.

Trabajo practico 4
Marcado de bacterias con nanocristales fluorescentes y monitoreo de formacion de biofilms (iniciado en TP1).

Unidad Ill: Procesamiento de imdgenes y andlisis estadistico

Formacidn y restauracion de imagenes en microscopia de fluorescencia multidimensional. Desconvolucidn digital.
Introduccidn al procesamiento digital de imagenes empleando software libre (FlJI). Segmentacién automatica de
células en imagenes 3D, analisis cuantitativo de la fluorescencia, intensidad y morfologia celular en funcién del
tiempo, conteo de bacterias, mapas de velocidad.

Métodos estadisticos y graficos para analizar datos de microscopia en modelos animales.

Practica de la unidad Ill:
En sala de computacion, en PC o notebooks con software libre FlJI instalado.




Trabajo practico 5:

Generacion de psf tedrica y comparacion con psf experimental obtenida. Aplicacidn de psf experimental y tedrica
para la restauracién de imagenes de epidermis embrionaria de pez cebra utilizando el paquete Deconvolution Lab
(Fiji), andlisis de las ventajas y limitaciones de cada una.

Trabajo practico 6:

Segmentacion de epidermis embrionaria de pez cebra con Algoritmo de Segmentacién (Trainable Weka
Segmentation) en imagenes pre y pos-desconvolucién. Obtencion de pardmetros morfoldgicos y de densidad
celular.

Trabajo practico 7:
Conteo de bacterias, calculo de velocidad de desplazamiento a partir de las imagenes obtenidas durante la
formacidn de biofilms.
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La bibliografia disponible en formato pdf, serd suministrada por el docente responsable. Parte de la
bibliografia bdsica esta disponible en la biblioteca de FI-UNER
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PLANIFICACION DEL CURSO

Objetivos Generales:

Introducir al alumno sobre:

uso de animales modelos, cultivos celulares y procesos bioldgicos observables bajo un microscopio de
fluorescencia.

tipos de microscopios e iluminacion (de epifluorescencia, confocal, multifotdnico), técnicas de FRET, FRAP,
fotoconversidn, variantes de fluoréforos organicos e inorganicos, y proteinas transgénicas fluorescentes.
condiciones experimentales para el montaje y mantenimiento de la viabilidad de los especimenes o cultivos

durante la adquisicién de imagenes.

Que el alumno sea capaz de:

reconocer la potencialidad de los modelos animales y la microscopia in vivo para obtener pardmetros que
describan procesos bioldgicos dinamicos en tiempo real (ej. de morfogénesis epitelial, migracion celular,

velocidad de difusidn de proteinas, endocitosis) y las aplicaciones en el drea biomédica.

A nivel practico se pretende que el alumno:

adquiera destreza basica en el manejo del embrién del pez cebra (Danio rerio), con el reconocimiento de
estadio de desarrollo embrionarios, decorionado, anestesiado, montaje para microscopia y descarte
(eutanasia) y criterio para el uso de animales de experimentacion.

reconozca las partes del microscopio invertido de seccionamiento Olympus IX83, y pueda adquirir imagenes
3D+t (bajo supervision de CPA).

pueda obtener imdagenes de esferas fluorescentes, calcular psf experimental y relacionarla con la resolucidn
Optica del sistema.

pueda restaurar (desconvolucién digital)y procesar las imagenes obtenidas con software abierto FlI,
segmentar imdagenes y extraer informacidn cuantitativa a partir de intensidad de fluorescencia y de la

morfologia.

Objetivos Particulares Tedricos

Que el alumno:

reconozca las partes del microscopio y el camino déptico de la luz, interprete las diferencias y ventajas de cada
equipo y técnica presentados.
conozca la instrumentacion anexa para el registro de imagenes (camaras digitales, fuentes de iluminacion,

incubadoras).




maneje conceptos bdsicos de resolucidon en microscopia dptica de fluorescencia, funcién de dispersion de
punto (psf) y desconvolucion digital.

conozca técnicas basicas de preparacion de muestras para microscopia in vivo (montaje completo de
embriones, organoides, cultivo en monocapa y sobre matrices 3D) y formacidn de biofilms de bacterias.
adquiera criterio para elegir la técnica microscépica, el fluoréforo y las condiciones adecuadas de adquisicion
de imagenes de acuerdo al modelo bioldgico y al proceso a estudiar in vivo.

compare las distintas fuentes de iluminacién y condiciones para la adquisicién de imagenes e identifique el
fendmeno de fototoxicidad sobre la muestra, fotoblanqueo y fotoconversion de fluoréforos in vivo.
identifique las dimensiones de las muestras y las escalas temporales para el registro del proceso en estudio
(desarrollo embrionario, migracidn celular, trafico de vesiculas).

conozca métodos estadisticos adecuados para el andlisis de los datos obtenidos.

Objetivos Particulares Practicos

Que el alumno:

pueda manipular experimentalmente embriones de pez cebra (decorionado bajo la lupa, anestesiado y
montaje completo in vivo para microscopio invertido).

proponga condiciones y variables para la adquisicion de imagenes de embriones de pez cebra transgénicos
cadherina-E-GFP (potencia de la [dmpara, binning, secciones dpticas e intervalos de tiempo) que registrard y
sobre las cudles realizara el procesamiento digital.

adquiera imagenes de esferas nanométricas y determine una psf experimental. Relacione la psf con la
resolucidn dptica del sistema.

adquiera herramientas basicas de procesamiento de imagenes tridimensionales en el tiempo con software
libre FlJI. Realice la segmentacién de membranas celulares, extraccion de informacién bioldgica a partir
valores de intensidad de fluorescencia (estimacion de niveles de expresion de proteina, patron de

distribucion) y morfologia.

Metodologia de Trabajo:

El curso se dictard en 9 clases tedricas y practicas. Se prevén cinco encuentros en la primera semana y cuatro en la

segunda, totalizando 63 horas de clases presenciales. Estas seran complementadas con 27 hs nominales de

trabajo no presencial para el estudio de la bibliografia, analisis de imagenes y preparacion de informes.

En la primera semana se realizardn los experimentos bajo el microscopio en una serie de trabajos practicos de

laboratorio (TP 1-4) para lo cual se prevé primero dictar los contenidos tedricos complementados con ejemplos de

la aplicacion. En la segunda semana se realizara el andlisis y procesamiento de imagenes en el laboratorio de
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computacion (TP 5-7) y se cerrara con la discusidn de los resultados obtenidos.

El TP1 incluird el manejo de embriones de pez cebra, observaciéon previa bajo la lupa y el montaje para
microscopia, manejo de bacterias no patdgenas y preparacién de esferas fluorescentes, luego en la sala de
microscopia con las muestras preparadas se realizardn los TP2, TP3 y TP4 que consistirdn en la adquisicién de
imagenes en el microscopio Olympus IX83. Durante la 2da semana se discutirdn las condiciones de trabajo
implementadas por cada estudiante para obtener las imagenes. Las imagenes obtenidas con esferas
fluorescentes, biofilms bacterianos y embriones de pez cebra se analizaran con el software libre FlJl como parte
de los TP 5, 6 y 7, que se complementardn con una discusién sobre métodos estadisticos y disefio experimental
relacionado a la tematica del curso.

Las clases tedricas se dictaran en el Aula de Posgrado y las de procesamiento digital de las imagenes se realizaran

en el laboratorio de computacién.

La preparacion de muestras se realizara en el Bioterio de FI-UNER, la adquisicion de imagenes de microscopia se
realizara en el LAMAE en el microscopio invertido de seccionamiento Olympus I1X83, en grupos de no mads de dos
alumnos y bajo la supervision del docente responsable y del CPA Juan Ignacio Etchart, con reserva previa de

turnos a través del Sistema Nacional de Microscopia.

La ultima de clase se reserva para la exposicidn publica de los trabajos finales en la que los alumnos deberan
presentar en forma individual o por pares, el modelo bioldgico, las condiciones elegidas para trabajar, los datos
obtenidos, y el procesamiento realizado, discutiendo los resultados obtenidos y los esperados y que serd requisito

para la aprobacion del curso.

Al finalizar el dictado de todos los temas, se realizard un examen escrito de cardcter integrador, el cual podra

recuperarse en caso de ser necesario.

Equipo docente:
Responsable:

Dra. Valeria Sigot (LAMAE-FI-UNER- IBB-CONICET)

Docentes colaboradores:

Dr. Javier Diaz Zamboni (LAMAE-FI-UNER) (Formacion de la imagen en microscopia, concepto de psf)

Dr. Gastén Mifio (LAMAE-FI-UNER- IBB-CONICET) (Formacion de biofilms bacterianos, sistemas de microfluidica)
Dr. Javier Adur (LAMAE-FI-UNER- IBB-CONICET) (Modelo murino, andlisis de criptas de colon, introduccién a
microscopia multifoténica)

Dra. Carolina Galetto (LAMAE-FI-UNER) (Modelo de anuros, morfogénesis epitelial)

Lic. Maria Florencia Sampedro (LAMAE-IBB) (Modelo pez cebra, procesamiento de imagenes de epidermis)




Dra. Luciana Erbes (LAMAE-IBB) (Procesamiento de imagenes)

Bioing. Juan Ignacio Etchart (CPA-IBB- CONICET -LAMAE-FI-UNER, responsable del uso del microscopio Olympus
IX83)

Dr. José Biurrum Manresa (LIRINS-FI-UNER-IBB- CONICET) (introduccidn al disefio experimental y métodos

estadisticos)

Conocimientos previos requeridos: manejo de conceptos basicos de fluorescencia y manejo de idioma inglés para
discutir la bibliografia

Cantidad de alumnos minima para el dictado: 5

Cupo maximo: 10

Cronograma del Curso:

Dias de encuentros presenciales:

Semana 1
V Sigot
Lunes 9a 15 hs Unidad |, teoria J Adur
V Sigot,
Unidad Il, teoria MF Sampedro
Martes 9a 17 hs
1 C Galetto
L Erbes
Unidad Il, teoria V Sigot
Miércoles 9 a 17 hs i
P2 GL Miho
JI Etchart
V Sigot
Jueves 9a17 hs TP3 MF Sampedro
JI Etchart
JD Zamboni/L Erbes
TP4 V Sigot
Viernes 9 a 15 hs i
Unidad lll, teoria GL Mino
JI Etchart
Semana 2
Unidad Il teoria V Sigot
Lunes 12 a 18 hs TP5 en Lab de computacion L Erbes
Unidad Il teoria V Sigot
‘. MF Sampedro
Martes 9a 17 hs TP6 en Lab de computacion




Unidad Il teoria V Sigot
Miércoles 9a 17 hs MF Sampedro
TP 7 en Lab de computacion J Biurrun Manresa
Jueves 12 a 17 hs Presentacion de resultados en forma oral V Sigot

Condiciones de Regularidad y Promocidn:

Asistencia al 80 % de las clases de teoria.
Entregar todos los informes de los trabajos practicos.

Presentacidon de resultados en forma oral y aprobacion de un examen final escrito con al menos 60/100
puntos.

Infraestructura y equipamiento necesarios:

Aula de posgrado

Caifdn proyector

Laboratorio de computacion con al menos 3 computadoras con software libre Flll instalado

Microscopio de fluorescencia invertido Olympus I1X83 (LAMAE) para el cual se hard la reserva a través del
Sistema Nacional de Microscopia

Microinyector MPPI3 en el Bioterio

Estufa DALVO y lupa del LAMAE

Insumos para inyeccion y montaje de embriones de pez cebra (placas para microscopia, agujas, pinzas,

anestesia, agarosa, portaobjetos y cubreobjetos, pipetas Pasteur, placas de plastico de 10 cm)
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