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ALUMNOS

El curso esta dirigido a graduados y estudiantes de posgrado, o de grado cursando el
ultimo afio, de las carreras de Bioquimica, Farmacia, Biologia, Fisica, Quimicay carreras
afines.

DESCRIPCION / FUNDAMENTACION:

En este curso convergen conceptos de la Fisica, la Quimica y la Biologia enriqueciendo
y complementando a la Biologia descriptiva, macroscépica y morfolégica. Propone a los
fendmenos bioldgicos como objeto de estudio a través del uso de metodologias
emergentes en el campo de la Fisica y la Quimica. Especificamente, la microscopia de
expansion de ultraestructura (U-ExM) es una técnica que permite ampliar fisicamente la
ultraestructura de las muestras biolégicas de interés para obtener imagenes de alta
resolucion mediante el uso de microscopias convencionales. Se abordaran en detalle
los fundamentos tedricos necesarios y los detalles técnicos especificos para la
preparacion de diferentes muestras y la posterior visualizaciéon y analisis. La U-ExM
surgid en 2015 y adquirié gran relevancia al posibilitar la observacion de complejos
macromoleculares y organelas con resolucion nanomeétrica empleando microscopias
convencionales. Su rapido desarrollo y adopcion internacional han abierto nuevas
perspectivas en biologia celular, neurociencias y microbiologia, consolidandola como
una herramienta estratégica para el estudio detallado de la organizacién supramolecular
en sistemas biol6gicos.

OBJETIVOS

— Proporcionar las bases tedricas y los detalles técnicos para la realizacion de U-
ExM

— Analizar los desafios particulares de las diferentes muestras al momento de su
procesamiento.

— Evaluar las ventajas y limitaciones de U-ExM en comparacién con otras
metodologias de microscopia de super-resolucion.



— Explorar aplicaciones recientes y potenciales de la técnica en distintas areas de
la biologia celular y la biomedicina.

— Fomentar una mirada critica sobre la adaptabilidad de la técnica a problemas de
investigacion propios de los estudiantes.

PROGRAMA ANALITICO

Parte 1 —Microscopiade expansion de ultraestructura, U-ExM (protocolo estandar)

Objetivo: Ejecutar la técnica estandar y comprender todos sus pasos.

Dia 1 - Introduccion y fundamentos

e Teoria breve: Principios, historia, aplicaciones. Presentacién del curso
(aspectos practicos, seguridad, adaptacion del protocolo estandar a diferentes
sistemas de estudio propios).

e Practica: Preparacion de reactivos.
Dia 2 — Anclaje y gelificacién, desnaturalizacién y marcaje

e Préctica 1: Fijaciébn de muestras. Anclaje y polimerizacion. Desnaturalizacion.
Inmunomarcaje (primario).

e Practica 2: 12 gelificacion, desnaturalizacién* y expansion (para iU-ExM)
Dia 3 — Marcaje y expansion

e Inmunomarcaje (secundario), marcaje proteoma, marcaje DAPI

e Expansion
Dia 4 —Imagen y analisis

e Microscopia pre y post-expansion

e Medicion del factor de expansion

Parte 2 —iU-ExM (muestra de referencia) + 12 expansion de muestras propias

Objetivo: Capacitar a los participantes en la implementacién de microscopia de
expansion iterativa (IUEXM) para alcanzar factores de expansioén superiores y obtener
imagenes de ultraresolucion, asi como en la adaptacion del protocolo a sus propios
sistemas de estudio, desde la preparacién inicial de la muestra hasta la obtencién y
analisis de las imagenes.

Dia 5 - Introduccion a iU-ExM. 22y 32 gelificacion.
e Teoriabreve: principios de la microscopia de expansion iterativa.

e Préactica: Anclaje y polimerizacion del gel neutro. Anclaje y polimerizacién del 3er
gel. Despolimerizacion de lery 2° gel.

Dia 6 — Marcaje y expansion final
e Inmunomarcaje (secundario), marcaje proteoma, marcaje DAPI
e Expansion
Dia 7 - Imagen y andlisis
e Microscopia pre y post-expansion
e Medicion del factor de expansion
Dia 8 — Preparacion de muestras propias

e Préactica: a partir de muestras fijadas realizar anclaje y polimerizacion.
Desnaturalizacion. Inmunomarcaje (primario).



Dia 9 — Marcaje, expansion e imagen

e Inmunomarcaje (secundario), marcaje proteoma, marcaje DAPI

e Expansion

e Imagen de las muestras propias en microscopio de fluorescencia o confocal.
Dia 10 — Presentacion de resultados y cierre

e Presentaciones orales de 10 minutos por participante: objetivo, metodologia,
resultados y discusion.

o Cierre, evaluacion y clausura del curso.

Nota: Todos los materiales y reactivos necesarios para las practicas seran provistos por
la organizacion del curso.

MODO DE EVALUACION:

Se realizar4 una evaluacion formativa con retroalimentacion en cada una de las
actividades planteadas en los encuentros practicos y teoricos. De esta manera, se
evaluara la eficacia de las estrategias de ensefianza empleadas y la adquisicion de los
conocimientos por parte de los estudiantes considerando sus intervenciones orales. La
evaluacion sumativa para la acreditacion de los conocimientos impartidos se llevara a
cabo mediante la exposicidn de trabajos cientificos del campo disciplinar del estudiante
en el que se utilice la técnica desarrollada en el curso.



