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HURLINGHAM, 26/11/2025

VISTO el Estatuto, el Reglamento para las Actividades de
Capacitacion de la Universidad Nacional de Hurlingham
(RCS. N° 38/2018) y el Expediente N° 967/2025 del registro

de esta Universidad, y

CONSIDERANDO:

Que la Universidad tiene como objetivo contribuir al
mejoramiento de la calidad de la vida de la comunidad
transfiriendo tecnologias, elevando el nivel sociocultural,
cientifico, politico y econdmico con el fin de formar personas
reflexivas y criticas con respeto al orden institucional y

democratico y que desarrollen valores éticos y solidarios. -

Que con ese objetivo la UNAHUR se propuso
incorporar a la oferta académica de esta Universidad cursos,
modulos o trayectos encadenados de caracter extracurricular
y que estan dirigidas a estudiantes, graduados, profesores y
no docentes de la Universidad, asi como a toda persona
interesada sea 0 no universitaria, segun se establezca en

cada caso.
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Que la Secretaria Académica a través del Expediente
Nro.967/2025 propone la creacion del “Taller de Fundamentos

de microscopia de fluorescencia para Biotecnologia. Uso de

Cytation 5 y Microscopio confocal” .

Que el propdsito del curso es proporcionar a los/as
estudiantes de Licenciatura en Biotecnologia una comprension
integral y habilidades practicas en el campo de la microscopia
optica avanzada, con un enfoque particular en las técnicas de

fluorescencia.

Que dicho taller estd dirigido a estudiantes
universitarios del Instituto de Biotecnologia de UNAHUR, que
posean conocimientos basicos de biologia celular y molecular

y fisica.

Que la Secretaria Académica emite su dictamen
favorable y remite al Rector para su tratamiento en el Consejo

Superior.

Que el Rector lo remite para su tratamiento en la
comisidon de Ensenanza atento a lo establecido en el articulo

30 del Reglamento Interno del Consejo Superior.

—r
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Que la Direccion General de Asuntos Legales ha tomado

la intervencion que le compete.

Que reunida la Comisiéon de Ensefianza del Consejo
Superior tal como indica el Reglamento de Actividades de
Capacitacién, evalua segun las pautas dispuestas y emite su

dictamen favorable.

Que segun el articulo 78 inc. ¢ (del estatuto de la
universidad, es una funcion del consejo directivo del instituto

elevar al rector, para su presentacion al consejo superior

Que en virtud del Articulo 55 a) del Estatuto de la
Universidad, el Rector integrara el Consejo Superior de la

Universidad.

Que la presente medida se dicta en uso de las
atribuciones conferidas por el Estatuto de la UNIVERSIDAD
NACIONAL de HURLINGHAM, el Reglamento Interno del
Consejo Superior y luego de haberse resuelto en reunion del

dia 26 de noviembre de 2025 de este Consejo Superior.

Por ello,
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EL CONSEJO SUPERIOR DE LA UNIVERSIDAD
NACIONAL DE HURLINGHAM

RESUELVE:

ARTICULO 1°.- Crear el “Taller de Fundamentos de
microscopia de fluorescencia para Biotecnologia. Uso de
Cytation 5 y Microscopio confocal” de la UNIVERSIDAD
NACIONAL DE HURLINGHAM.

ARTICULO 2°- Aprobar el dictado del el “Taller de
Fundamentos de microscopia de fluorescencia para
Biotecnologia. Uso de Cytation 5 y Microscopio confocal” de
la UNIVERSIDAD NACIONAL DE HURLINGHAM, cuyo
programa acompafa en Anexo unico formando parte de la

presente Resolucion.

ARTICULO 3°.- Registrese, comuniquese y archivese.

4/4



Taller de Fundamentos de
microscopia de fluorescencia para
Biotecnologia. Uso de Cytation 5y

Microscopio confocal.
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Docente auxiliar: Lic. Mauricio Challiol

ANO: 2025

CREDITOS: 1

CARGA HORARIA DE INTERACCION PEDAGOGICA: 16

CARGA HORARIA TOTAL: 25



UNAHUR

LSHIVERS| DD MATIDHAL
DE MLUELBNEHAM

1. Fundamentacion

El presente taller tiene como objeto de estudio la interacciéon de la luz con la materia
biolégica a nivel microscopico, y las tecnologias dpticas y de procesamiento de imagen
que permiten visualizar, analizar y cuantificar fendmenos bioldgicos a escalas
subcelulares y celulares. Se centra en la comprension de los principios fisicos que rigen
la formacién de imagenes en microscopia Optica, con un énfasis particular en las
técnicas de fluorescencia (widefield y confocal). Ademads, aborda la seleccion y gestién
de fluoréforos y sondas, asi como la operacion y optimizacion de equipos modernos
como el microscopio confocal y los sistemas de alto rendimiento tipo Cytation.

La biotecnologia, por su naturaleza interdisciplinaria, se encuentra en la vanguardia de
la investigacion y el desarrollo en areas tan diversas como la medicina, la agricultura, la
industria y el medio ambiente. En el nucleo de muchas de estas aplicaciones y
descubrimientos se encuentra la capacidad de observar y manipular sistemas
biologicos a nivel celular y molecular.

Esta actividad curricular acreditable se posiciona como un taller tedrico-practico
fundamental y aplicado, que tiende un puente entre los principios de la fisica dptica y
las necesidades experimentales de la biotecnologia. No busca formar opticos o
ingenieros de instrumentacion, sino capacitar a los biotecnélogos para ser usuarios
criticos de la microscopia avanzada.

El curso asume que los/as estudiantes tienen una base en biologia celular y molecular,
y se enfoca en como la microscopia puede ser utilizada para responder preguntas
biolégicas complejas. Se prioriza la aplicacion practica sobre la teoria abstracta,
siempre manteniendo un rigor cientifico. El enfoque es "aprender haciendo’, dotando a
los/as estudiantes de las herramientas para seleccionar la mejor estrategia
microscoépica para sus proyectos.

2. Propdsitos y/u objetivos

Objetivos

El presente taller esta disenado para proporcionar a los/as estudiantes de Licenciatura
en Biotecnologia una comprension integral y habilidades practicas en el campo de la
microscopia Optica avanzada, con un enfoque particular en las técnicas de
fluorescencia.
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Objetivo General

Proporcionar a los estudiantes los conocimientos tedricos y las habilidades practicas
necesarias para operar, optimizar y aplicar de manera critica microscopios de
fluorescencia (widefield y confocal) y equipos de alto rendimiento (como el Cytation),
seleccionando las técnicas, fluoréforos y parametros de adquisicion mas adecuados
para sus investigaciones y aplicaciones en biotecnologia.

Objetivos Especificos

Al finalizar este curso, los estudiantes seran capaces de:
Comprender los Fundamentos Opticos.

Identificar y Manejar Componentes del Microscopio.
Seleccionar y Gestionar Fluoroforos y Sondas.
Aplicar Técnicas de Microscopia Avanzada.

Tomar Decisiones Experimentales Fundamentadas.

o=

3. Contenidos minimos

Fundamentos de Optica y Naturaleza de la Luz. Principios de Formacién de Imagen en
Microscopia Optica. Componentes y Operacién del Microscopio Optico. Microscopia de
Fluorescencia (Widefield y Confocal). Fenémeno de la Fluorescencia. Propiedades de los
Fluoroforos. Fotoblanqueo y Crosstalk. Tipos de Fluoréforos. Microscopia Confocal.
Aplicaciones y Toma de Decisiones.

4. Carga Horaria

Créditos Interaccion Trabajo autonomo | TOTAL
pedagdgica
1 16h 9h 25h

4.1. Trabajo auténomo de la/el estudiante

Lectura de la bibliografia obligatoria
Preparacion de evaluaciones

Actividad Carga horaria
Lectura de la bibliografia obligatoria 6h
Preparacion para las evaluaciones 3h
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5. Programa analitico

Clase 1: Fundamentos de Optica y Formacién de Imagen en Microscopia (4 horas)

Contenido Tedrico (2.5 horas):

1.

Introduccién al Microscopio Optico:

Breve historia y evolucién del microscopio. Componentes basicos de un microscopio
moderno (fuente de luz, condensador, objetivo, ocular, sistema de deteccion).

La Luz como Onda y Particula:

Naturaleza dual de la luz. Espectro electromagnético (énfasis en la regién visible).
Caracteristicas de la luz: longitud de onda (A), amplitud, frecuencia, energia,
polarizacién. Tipos de haces de luz: colimada, divergente, puntual.

Interacciones Luz-Materia:

Absorcion, transmision, reflexion (especular y difusa), dispersion (scattering), refraccion,
dispersién cromatica, difraccion, interferencia.

Formacion de Imagen por Lentes Simples:

Lentes convergentes: puntos focales (F, F'), distancia focal, eje 6ptico, planos focales (f,
f), puntos 2F/2F'. Formacién de imagenes reales (invertidas, magnificadas) y virtuales
(magnificadas). Magnificacion en microscopios compuestos (M_total = M_objetivo x
M_ocular).

Resolucion Optica: El Limite de lo que Podemos Ver:

Magnificacion vs. Resolucion: la resolucién es clave para el detalle. Difraccion y el
patron de Airy: como un punto se convierte en un patrén. Funcion de Dispersion del
Punto (PSF). Criterio de Rayleigh para distinguir dos puntos. La férmula de Abbe para la
resolucion (r = 0.61\ / NA). Impacto de la longitud de onda (A) en la resolucion. Apertura
Numeérica (NA): definicion (n x sin(a)), capacidad de capturar luz, impacto en la
resolucién. Resolucion lateral vs. resolucién axial (en el eje Z). Resolucion 6ptica vs.
resolucion digital (pixeles de la cdmara).

Objetivos del Microscopio:

Aberraciones Opticas: esférica, cromatica, curvatura de campo. Tipos de objetivos
segun su correcciéon (acromaticos, planacromaticos, fluorita, plan fluorita,
planapocromaticos). Informacion en el barril del objetivo (magnificacion, NA, medio de
inmersion, correcciones).

Actividad Practica (1.5 horas):

Familiarizacién con el Microscopio Optico (Cytation o similar):

Identificacion de todos los componentes mencionados en la teoria. Encendido y
apagado seguro del equipo. Montaje de una muestra de referencia (ej. células
epiteliales, fibras de algodon).

Ajuste de la lluminacion Kohler:

Pasos detallados para lograr una iluminacion uniforme y maximizar el contraste y la
resolucion. Observacidon de los efectos de un Kohler mal ajustado (filamento de la
ldmpara, artefactos).

Exploracion de Magnificacion y Resolucion:
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Observacion de la misma muestra con diferentes objetivos (4x, 10x, 20x, 40x, 60x/100x
si aplica). Discusion sobre como la NA y la longitud de onda afectan la resolucién
percibida. Célculo de la resolucién tedrica para un objetivo dado (ejercicio practico).

Clase 2: Principios y Componentes de la Microscopia de Fluorescencia (4 horas)

Contenido Tedrico (2.5 horas):

1.

El Fenémeno de la Fluorescencia:

Interaccion de la luz con la materia: absorcion de un fotén. Diagrama de Jablonski:
estados electrénicos (SO, S1, S2), niveles vibracionales. Procesos de decaimiento:
relajacion vibracional, conversion interna, cruce intersistema, fosforescencia,
fluorescencia. Espectros de excitacion y emision: relacién con los niveles de energia.
Stokes Shift: la energia de emision siempre es menor que la de excitacién.

Microscopia de Epifluorescencia (Widefield): Ruta de la Luz:

Configuracién de un microscopio de epifluorescencia (vertical e invertido). El objetivo
como condensador en epifluorescencia. Componentes esenciales:

Fuentes de Luz: Lamparas de arco (Mercurio HBO, Xenén XBO, Haluro Metdlico HXP):
espectros, pros y contras (vida util, calor, mercurio). LEDs (Light Emitted Diode):
espectros, pros y contras (vida util, control, calor, filtros de excitacién). Sistemas
combinados de LEDs (gj. Zeiss Colibri).

Cubos de Filtros: Filtro de excitacion, espejo dicrdico, filtro de emisién. Su funcién en la
separacion de la luz de excitacion y emision.

Detectores: Camaras cientificas (CCD, sCMOS).

Terminologia y Seleccién de Filtros:

Tipos de filtros: "short pass”, "long pass’, "band pass".

Densidad Optica (OD) y Transmisién: importancia de un alto bloqueo de la luz de
excitacion para evitar el ruido.

Compromiso Brillo vs. Contraste: Ancho de banda estrecho del filtro de emision: mejor
contraste, menor brillo. Ancho de banda amplio del filtro de emisién: mayor brillo, menor
contraste.

Juegos de filtros (ej. Semrock Filter Sets para FITC).

Cubes de Filtros Multiples y Crosstalk:

Cubos dobles y triples para marcajes multiples. Ventajas (adquisicion rapida) y
desventajas (crosstalk). Crosstalk de excitacion y crosstalk de emisién: definicion y
ejemplos.

Actividad Practica (1.5 horas):

Exploracion de Fuentes de Luz y Cubos de Filtros:

Identificacion de las fuentes de luz disponibles en el Cytation y/o microscopio confocal.
Reconocimiento de los cubos de filtros y sus especificaciones. Discusién sobre la
seleccion de la fuente de luz y el cubo de filtros para diferentes fluoréforos.

Simulacion de Espectros y Filtros (Online):

Uso de herramientas online (ej. Semrock Searchlight, FPbase) para visualizar espectros
de fluoroforos y la superposicién con diferentes filtros.

Ejercicios de seleccion de filtros para un fluoréforo dado, considerando el compromiso
brillo/contraste.
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Adquisicion Basica de Fluorescencia (Cytation):

Carga de una muestra fluorescente simple (ej. células tefiidas con DAPI).

Configuracién de los parametros basicos de adquisicién (tiempo de exposicion,
ganancia, seleccion de canal).

Observacion de los efectos de cambiar los filtros o la intensidad de la luz.

Clase 3: Fluoréforos, Sondas y Gestion de la Fluorescencia (4 horas)

Contenido Tedrico (2.5 horas):

1.

Calidad de los Fluoréforos: Coeficiente de Absorcion (g€): cantidad de luz absorbida. Ley
de Beer. Rendimiento Cuantico (QY): eficiencia de emision de fluorescencia. Quenching.
Fotoestabilidad: estabilidad quimica de la molécula en estado excitado. Factores que la
afectan (pH, entorno quimico). Brillo de un fluoréforo (Brightness = € * QY).
Fotoblanqueo (Photobleaching):

Mecanismo: destruccién fotoinducida irreversible del fluoréforo. Factores que afectan la
tasa de fotoblanqueo (intensidad de luz, longitud de onda, reactividad quimica, entorno
intracelular). Estrategias para reducir el fotoblanqueo: Optimizacién de la adquisicién
(encontrar la muestra en campo claro/DIC, filtros ND, tiempos de integracién). Agentes
antifade (antioxidantes, "scavengers” de radicales libres). Seleccién de fluoréforos mas
estables. Medios de montaje caseros (gj. receta de DABCO).

Tipos de Fluoréforos y Sondas: Fluoréforos Organicos: Estructura: anillos de benceno
conjugados, enlaces pi, estructura rigida. Aplicaciones: inmunofluorescencia
(conjugados a anticuerpos primarios/secundarios), marcajes especificos. Ejemplos y
comparativa (Alexa Fluor, DyLight, Atto, STAR, Janelia Fluor). Autofluorescencia:
Fuentes naturales en muestras bioldgicas (aminoacidos aromaticos, clorofila, NADH,
FAD, elastina, coldgeno, lipofuscina, aldehidos). Estrategias para minimizar el fondo de
autofluorescencia. Sondas para Células Vivas y Organulos: ADN: DAPI, Hoechst 33342
(permeables a membrana, se unen al ADN). Membrana: FM4-64 (lipofilicas, se insertan
en bicapas lipidicas). Lisosomas: LysoTracker (atraidos por pH acido). Mitocondrias:
Mitotracker Red (reactivos a tioles). Proteinas Fluorescentes (FPs): Historia: GFP de
Aequorea victoria (Shimomura, Chalfie, Tsien - Premio Nobel). Estructura: barril beta,
cromoforo interno.  Aplicaciones: expresién génica, localizacion de proteinas,
marcadores de linaje celular, imagen in vivo. Derivados de GFP: mutantes de color
(eGFP, CFP, YFP, BFP), mejora de brillo y fotoestabilidad. Bases de datos de proteinas
fluorescentes (gj. fpbase.org).

Gestion del Crosstalk en Marcajes Miiltiples: Revision de crosstalk de excitacion y
emisién. Estrategias para minimizar el crosstalk: seleccion cuidadosa de fluoréforos y
filtros, "spectral unmixing” (introduccién conceptual).

Actividad Practica (1.5 horas):

Seleccion de Fluoréforos para un Experimento Biotecnoldgico: Caso de estudio: disefio
de un experimento de marcaje triple (ej. nucleo, actina, mitocondrias) para células vivas
o fijas. Uso de FPbase y Semrock Searchlight para seleccionar fluoréforos y filtros
compatibles, considerando el crosstalk y la fotoestabilidad. Discusion de las ventajas 'y
desventajas de usar fluoroéforos organicos vs. proteinas fluorescentes para el caso de
estudio.
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e Preparacion de Muestras y Agentes Antifade: Demostracién de la preparacion de un
medio de montaje con agente antifade (ej. DABCO). Discusién sobre la importancia de
la preparacion de la muestra para la microscopia de fluorescencia.

e Analisis de Imagenes con Crosstalk: Analisis de imagenes pre-adquiridas con marcajes
multiples que presenten crosstalk. Discusion sobre como identificar el crosstalk y las
posibles estrategias de correccion (gj. ajuste de ventanas espectrales, unmixing).

Clase 4: Microscopia Confocal: Aplicaciones Avanzadas (4 horas)
Contenido Tedrico (2.5 horas):

1- Microscopia Confocal:

Principios: Escaneo punto a punto, iluminacién puntual, deteccién puntual.

El Pinhole: Funcién (eliminacion de luz fuera de foco), impacto en el seccionamiento éptico y la
resolucidn axial.

Ventajas: Seccionamiento 6ptico, mejora del contraste y la resolucion axial, reconstruccién 3D,
reduccién de fotoblanqueo fuera del plano focal.

Componentes Clave: Laseres (fuentes de luz), escaner (espejos galvanométricos), pinhole,
detectores (PMTs - tubos fotomultiplicadores).

Modos de Adquisicion: Z-stacks (adquisicion 3D), time-lapse (imagen en vivo), multi-canal
(marcajes multiples). Comparacion detallada: Microscopia Confocal vs. Epifluorescencia
Widefield.

Actividad Practica (1.5 horas):

e Manejo Basico del Microscopio Confocal:
Encendido y Apagado Seguro: Protocolo de inicio y cierre del equipo.
Configuracion de un Experimento Confocal Simple:
Carga de una muestra multi-marcada (ej. células con nucleo y citoesqueleto fluorescentes).
Seleccion de laseres y canales de deteccion. Ajuste del pinhole y observacién de su efecto en el
seccionamiento optico y la resolucion axial. Ajuste de parametros de adquisicién (potencia del
Iaser, ganancia, offset, velocidad de escaneo). Adquisiciéon de un z-stack y reconstruccién 3D
bésica (si el software lo permite).

e Discusion de Optimizaciéon: Como balancear la calidad de imagen con el fotoblanqueo y
la velocidad de adquisicion.

6. Bibliografia y recursos
6.1 Bibliografia obligatoria
Murphy, Douglas B. Fundamentals of light microscopy and electronic imaging / Douglas

B. Murphy, Michael W. Davidson. — 2nd ed.

6.2. Bibliografia optativa:
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6.3 Recursos

https://micro.magnet.fsu.edu/primer/index.html

https://searchlight.idex-hs.com/

http://zeiss-campus.magnet.fsu.edu/articles/probes/fpintroduction.html

https://www.microscopyu.com/microscopy-basics/image-brightness

https://www.fpbase.org/
Manuales de equipos

7. Destinatarios/requisitos de ingreso:

Este taller esta dirigido a estudiantes universitarios del Instituto de Biotecnologia de
UNAHUR, que posean conocimientos basicos de biologia celular y molecular y fisica.
No se requiere experiencia previa en el manejo de microscopios. Se espera que los
participantes demuestren interés en la investigacion experimental y la aplicacion de
técnicas de imagen para el estudio de sistemas bioldgicos. Las actividades practicas
se desarrollaran en el laboratorio de microscopia de UNAHUR, utilizando equipos de
ultima generacion como el Cytation (para microscopia widefield de campo claro y
fluorescencia) y un microscopio confocal de barrido laser. La modalidad de supervision
sera directa y personalizada, con el docente y/o ayudantes de catedra guiando a
pequefios grupos de estudiantes en cada estacion de trabajo, asegurando la correcta
ejecucion de los protocolos y la resolucién de dudas en tiempo real. La evaluacion de
las practicas se realizara de forma continua, observando la participacién activa de los
estudiantes, su destreza en el manejo del equipamiento, la correcta aplicacién de los
conceptos tedricos (ej. alineacién Kohler, seleccion de filtros, configuracion de
parametros de adquisicién) y la interpretacion inicial de las imagenes obtenidas. Se
fomentara la discusién grupal de los resultados y la resolucion de casos de estudio
practicos para consolidar el aprendizaje.

8. Descripcion de las actividades practicas desarrolladas en la actividad curricular,
indicando lugar donde se desarrollan, modalidad de supervision y de evaluacion.

El taller se desarrolla en clases tedrico-practicas, en las que se presentan los temas
conceptuales y teoricos de las distintas unidades de modo que le permita al estudiante
comprender y ser capaz de abordar la resolucién de la ejercitacion practica donde
éstos se aplican. Las actividades practicas son realizadas en los laboratorios de
UNaHur y en instancias de trabajo auténomo fuera de la cursada. Tales practicas
consisten en la utilizacion de distintos microscopios a partir de preparados provistos
por los docentes.


https://micro.magnet.fsu.edu/primer/index.html
https://searchlight.idex-hs.com/
http://zeiss-campus.magnet.fsu.edu/articles/probes/fpintroduction.html
https://www.microscopyu.com/microscopy-basics/image-brightness
https://www.fpbase.org/
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9. Condiciones de cursada y requisitos de aprobacion
9.1 Modalidad de evaluacion

El taller sera presencial con una evaluacion final.

9.2 Aprobacion de la cursada

La aprobacion de las actividades curriculares bajo el régimen de regularidad requerira una
asistencia no inferior al setenta y cinco por ciento (75%) en las clases presenciales y al
menos el setenta y cinco por ciento (75%) de las actividades programadas para las clases
virtuales; y la participacion en las instancias de evaluacion parcial y/o de integracion
definidas para cada una de ellas.

9.3 Acreditacion del curso
La acreditacion de los cursos/talleres, segun nuevo reglamento

a) Aprobd la asignatura (de 7 a 10 puntos)

b) Reprobd la asignatura (0 a 6 puntos)

c) Ausente
Se considerara ausente a aquel/lla estudiante que no cumpla con el porcentaje de
asistencia o no se haya presentado a las instancias de evaluacion pautadas en el
Programa del curso.

10. Docente responsable del curso.

Néstor Gabriel Iglesias
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