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Imigenes Opticas para el Estudio de Fenémenos Biolégicos

Durante el proximo mes de Octubre nos visitara el Dr. Ariel Escobar quien dictar4 un curso sobre
las bases fisicas y metodologicas para el estudio de fenémenos bioldgicos celulares y moleculares
mediante técnicas dpticas.
El desarrollo de: e
1.-camaras digitales de alta sensibilidad
2.-compuestos quimicos capaces de

a)cambiar su espectro o intensidad de fluorescencia en relacion a substancias o procesos
biologicos

b)ser incorporados a diferentes compartimentos celulares o asociarse con moléculas
especificas
3.-métodos de excitacién de estos compuestos, particularmente mediante pulsos laser.
generd una nueva metodologia para poder VER y MEDIR fenémenos bioldgicos en su lugar y en
tiempo real.
La llamada la revolucién verde en la biologia celular y molecular se da a partir del desarrollo de la
técnica de expresion del gen y la localizacion de una proteina que fluorescente la "green fluorescent
protein " (GFP). Esta herramienta de alto poder permite por ejemplo seguir la expresion y
localizacion del receptor de membrana mediante la construccion de un gen quimérico ( un receptor
de membrana + GFP ) sin alterar la funcion celular.
El registro de la actividad eléctrica neuronal o de tejido nervioso es clasicamente realizada mediante
electrodos o microelectrodos. Los colorantes sensibles a cambios en el voltaje hoy permiten
visualizar estos fenémenos eléctricos en forma unicelular o poblacional generando una nueva
imagen de la interaccién neuronal desconocida hasta el momento.
Las seiiales intracelulares cuyos mensajeros son substancias tales como el AMP ciclico o el calcio
pueden ser monitoreadas en forma continua mediante la incorporacion a las células de fluroforos
sensibles a los cambios de estos mensajeros . El estudio de la dindmica del calcio intracelular
mediante estos métodos microfluorométricos fue determinante para la comprensién de procesos
fisiologicos y patologicos a nivel celular y en particular en la degeneracion neuronal.
Moléculas fluorescentes con afinidad para las membranas han sido utilizadas para el anélisis de la
endocitosis y exocitosis en todo tipo de células La dindmica de las vesiculas sinapticas durante el
proceso de transmisién sindptica es un ejemplo de ello

Ariel Escobar se gradud de Ingeniero Electronico en la Universidad Tecnolégica . Como estudiante
ingreso al laboratorio del Dr. Osvaldo Uchitel donde puso a punto la técnica de medicion de canales
ionicos individuales por la método del patch clamp. El obtuvo los primeros registros de canales
ionicos en fibras musculares y en algas. Fueron los primeros registro obtenidos con estas técnicas en
Latinoameérica.

Continué su formacién biofisica con el Dr. Julio Vergara en la Universidad de California y
posteriormente obtuvo su Doctorado en la Universidad de la Republica en Uruguay. Los trabajos
mas reconocidos estan relacionados con el desarrollo de metodoldgicas para la medicién puntual (
en un area de 1 micrén de didmetro ) de los cambios citoplasmaticos del calcio durante el proceso
de contraccién muscular.

El Dr. Escobar es hoy un Investigador permanente del Instituto de Investigaciones Cientificas
Venezolanas
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El programa del curso que desarrollara es el siguiente:

1)Fluorescencia, diagramas de Jablobski, Eficiencia cuantica , tiempo devida medio.
Mediciones en el dominio del tiempo y en el dominio de la frecuencia.

Transferencia de Energia. Absorcion de uno y dos fotones.Espectro de Absorcion, emision y
relajacion termica.

2)Pricipios de optica. Optica limitada por difraccion. Apertura numerica, robustez del
seccionamiento. Funcion de pupila. Plano focal y planos vecinos. La trasformada de fourrier
en multiples dimenciones. Funcion de transferencia optica. Fitrado de Wiener inverso.
Modelo de Hopkins, Stocktheth y Castelman. Microscopia de campo lejano.

3)Detectores opto electronicos. Fotodiodos y fototransistores. Principio de
recombinacion pares electron-hueco. Fotodiodos PIN y Fotodiodos de
avalancha. Corriente oscura y capacidad. Sistemas de convercion de corriente
a voltaje. Fotomultiplicadores. Carasteristicas de Ruido. Camaras CCD.
Pricipio de funcionamentos. Rango dinamico y corriente oscura. Enfriamiento.
Relacion foton-fonon. Intensificadores. Transferencia totral vs

transferencia de campo.Camaras CMOS.

4)Fuentes de iluminacion. Lamparas de Mercurio y Xenon. Laseres de Argon.
Laseres solidos. Nd-Yag continuo.Laseres pulsados. Energia vs Potencia.
Nd-YAG pulsado, Duracion del pulso yfrecuencia de repeticion. Laseres de pico

y femtosegundos. Laseres de titanio safiro. Moduladores. Efecto Kerr.
Moduladores optoacusticos y electro opticos.

_5) Microscopia confocal. Pricipios de confocalidad. Funcion de transferencia

optica para un sistema contocal. Barrido de imagen, barrido de lneay
deteccion pintual. Resolucion espacio temporal. Resolucion axial y
resolucion lateral. Tipos de microscopios confocales.

6) Mediciones en campo lejano a dos longitudes de onda. Indicadores de de

relacion. Imagenes de tiempo de vida de los fluoroforos. Deteccion

superheterodina. FLIM ( fluorescence life time imaging) Tecnicas de pulsos.

Resolucion. -

7) Tecnicas de optica no lineales. Miscroscopia de dos fotones. Disposicion
confocal y no confocal. Miscroscopia de multiples fotones.
8) Miscroscopia de campo lejano no limitadas a difraccion. Reflexion total interna.
_ Disposicion experimental, Resolucion espacial. Microscopia confocal de 4 pi. Interferencia,
TesoIuCIOn eSpacial. IVIICToSCopla CoNIocal ae 4 pi en multpies I0tones.

9) Microscopia de campo cercano. Microscopia de fuerza atomica. Fibras
opticas multimodo y monomodo. Epiluminacion. Resolucion espacial y temporal.

10) Mediciones de mensajeros intracelulares. Ca, cAMP, pH. Cinetica de las
reacciones. Correcion por la cinetica del indicador. Mediciones potencial.

11) Mediciones de receptores de membrana. Fotoblanqueado. Marcado de
cisteinas. Medicion de movimiento de segmentos transmembrana. Cinerica de canales ionicos.
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Curso de métodos opticos (iméagenes-microfluorometria) para el estudio de fenémenos
biologicos, celulares y moleculares.
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