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APLICACION DE LA INMUNOCITOQUIMICA
ULTRAESTRUCTURAL EN MICROSCOPIiA DE CORRELACION (CLEM)

14y 15 de mayo de 2018

Centro de Microscopia Electrdonica, Instituto de Investigaciones en Ciencias de
la Salud (INICSACONICET), Universidad Nacional de Cérdoba.

Organizadores:
Amado Quintar - Alicia Torres
Informacion importante:

Curso Tedrico-practico Pre-congreso en el marco del 5° Congreso Argentino de
Microscopia SAMIC 2018, destinado a profesionales de las Ciencias Biomédicas como
asi también a personal CPA de CONICET. Cupo de 20 alumnos. Carga horaria de 16 hs.
Lugar: INICSA (CONICET-UNC) y Centro de Microscopia Electrénica (UNC). Haya de la
Torre esquina Enrique Barros, Ciudad Universitaria, Cérdoba. Tel: 0351-4333021.

Inscripcion:

Los postulantes deben tener conocimientos previos de biologia celular y vinculacidon con
proyectos de investigacidon que incluyan microscopia electrénica y/o de fluorescencia.
Deben enviar CV resumido y texto explicando el interés por realizar el curso. Enviar al
docente responsable del curso aquintar@cmefcm.uncor.edu. Se seleccionaran 20
postulantes para ser beneficiados con beca del SNM (alojamiento).

Docentes:

Carolina Leimgruber (INICSA, CONICET-UNC)
Juan Pablo Petiti (INICSA, CONICET-UNC)
Amado Quintar (INICSA, CONICET-UNC)
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Descripcion

Los avances en el estudio relacionado a la localizacion y trafico de proteinas dentro de
la célula han permitido comprender los mecanismos moleculares que regulan las
principales respuestas bioldgicas a diversos estimulos. Parte de esos avances se han
logrado mediante la implementacién de metodologias como la inmunofluorescencia y la
inmunomarcacion a nivel de microscopia electrénica, lo que permiti6 una mejor
comprension y un conocimiento detallado de la dindmica intracelular. Si bien la
microscopia de luz ofrece un screening rapido de grandes dareas y la deteccion
simultdnea de multiples antigenos en células vivas, la microscopia electrdénica provee la
Unica referencia del espacio donde todos los objetos, inmunomarcados o no, pueden
ser visualizados en alta resolucion. La microscopia de correlacion Optica y electrdnica
(CLEM) combina la microscopia electrénica con la de fluorescencia. Se trata de una
técnica potente por su capacidad de combinar informacién estructural y funcional. Sin
embargo, la complejidad de su procedimiento ha limitado su aplicacion a gran escala.
Actualmente, existe un continuo crecimiento en el desarrollo de nuevas técnicas y
equipamientos vinculados a CLEM. Ademas de las técnicas convencionales de
marcacion a nivel ultraestructural, el desarrollo de diferentes metodologias de crio-
inmuno microscopia electronica han permitido obtener una mayor sensibilidad para la
deteccién de diferentes antigenos simultadneamente en cortes ultrafinos preparados a
partir de células y tejidos.

Objetivos

1. Desarrollar habilidades en toma de decisiones estratégicas sobre las
metodologias adecuadas para observar la localizacién subcelular e interaccién de
proteinas en un contexto ultraestructural.

2. Conocer los fundamentos y aplicaciones de diferentes técnicas
inmunocitoquimicas aplicadas en microscopia electrénica de transmision.

3. Adquirir destrezas practicas en el procesamiento de muestras bioldgicas para
optimizar la preservacion antigénica. Se desarrollarda en profundidad la técnica de
Tokuyasu para crio-inmunomicroscopia electrénica.
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4. Promover el entrenamiento practico en el uso de los equipos necesarios para
obtener imagenes de alta resolucién en escala micro y nano-métrica.

5. Correlacionar la localizacion subcelular de proteinas (detectadas por
inmunofluorescencia) con las estructuras a nivel ultraestructural (CLEM).

6. Brindar un espacio para la interrelaciéon de diferentes centros de investigaciones
del pais a los fines de fomentar el desarrollo de la microscopia de avanzada.

Contenidos

UNIDAD 1: Inmunocitoquimica. Principios de la reaccién antigeno-anticuerpo.
Criterios para la realizacién de una inmunocitoquimica para MET: especificidad y
afinidad del anticuerpo, accesibilidad, antigenicidad vy preservacion de la
ultraestructura. Tipos y usos de controles. Problemas en la inmunocitoquimica.
Sensibilidad de la marcacion. Tipos de inmunomarcacion: Pre y post-embedding. Doble
inmunocitoquimica.

Practico:

Realizacidon del inmunocitoquimica en secciones de LR-White. Eleccién de anticuerpo
secundario. Manipulacion de las grillas. Utilizacion de controles.

UNIDAD 2: El frio como método de fijacion y/o soporte para cortes finos y
ultrafinos. Técnica de Tokuyasu. Fijacion de la muestra con técnicas de alta presion
y baja temperatura (High Pressure Freezing), inclusién de muestras a baja temperatura
(Freeze Substitution). Técnica de Tokuyasu y sus aplicaciones. Crioproteccion y medio
de inclusion: sucrosa y gelatina. Montado en soportes (pin) y congelacion.
Crioultramicrotomia: tallado, obtencién de cortes y montado en grillas.
Inmunomarcacion y contraste.

Practico:

Protocolo de inclusién para la técnica de Tokuyasu. Manipulacion del
crioultramicrétomo. Preparacién del espécimen, montado y congelacién. Pick-up de
secciones, coloracidn y observacion al microscopio electrénico. Preparacion de grillas
con Film de Formvar.
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UNIDAD 3: Microscopia de correlacion CLEM, reconstruccion 3D y analisis de
imagenes. Introduccion a CLEM. Tipos de CLEM. CLEM a partir de criosecciones de
Tokuyasu. Preparacién de la muestra y seccionamiento. Estrategias a considerar en
disefios experimentales para utilizar CLEM. Adquisicidn de imagenes, overlay vy
reconstruccién volumétrica. Aplicaciones y ejemplos.

Practico:

Realizacién del inmunocitoquimica en criosecciones. Contratincion con uranilo y
realizacién de film de metilcelulosa. Interpretaciéon de imagenes.
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Cronograma:
Horario Tema Docente
Carolina
9:00 - 10:30 Bienvenida. Presentacion de los estudiantes y Leimgruber
' ' docentes. Unidad 1: primera parte Juan Pablo Petiti
Amado Quintar
10:30 -
11:00 Coffee Break
11:00 - . .
) Unidad 1: segunda parte Amado Quintar
- 12:30
< 12:30 - Almuerzo y discusion de estrategias
Iy 14:00 metodoldgicas
14:00 - . .
15:30 Unidad 2 Amado Quintar
15:30 -
16:00 Coffee Break
16:00 - L _ Carolina
Practico Unidad 1 Leimgruber Amado
18:00 i
Quintar
9:00 - 10:30 Unidad 3: primera parte Juan Pablo Petiti
10:30 -
11:00 Coffee Break
11:00 - . .
12:30 Unidad 3: segunda parte
12:30 - Almuerzo y discusion de estrategias
14:00 metodoldgicas
(o] -
< 14:00 - Carolina
=i i Practico Unidades 1 y 2 Leimgruber Amado
[a) 15:20 .
Quintar
15:20 -
15:40 Coffee Break
15:40 - i . Carolina
17:00 Practico Unidades 2 y 3 Leimgruber
17:00 - . . .
18:00 Examen Final y conclusiones del curso Amado Quintar




