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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 preparaciéon 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. Deteccion de colocalizacion. Colocalizacion cuantitativa: coeficientes de

Pearson, Manders, m1 y m2. Definicion 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, Recuperacion de la fluorescencia después del fotoblanqueo (FRAP)

Definiciéon. Ventajas y limitaciones. Protocolo de adquisicion para FRAP. Consideraciones:
ruido de fondo, fotoblanqueo por adquisiciéon. Correccién por fotoblanqueo por adquisicion.
Andlisis 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. Consideracion 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 colocalizacion de fluoréforos,
deconvolucion espectral, de FRAP.

Horas totales del curso: 45 hs
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