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METODOLOGIA

El curso tendrd una modalidad virtual con un total de 66 h. El curso tendra 66 hs totales de duracidn
(directas) de las cuales 48 h seran de clases sincrénicas y 18 h de actividades de tutorias online.
Los encuentros seran semanales y duraran aproximadamente 3 horas diarias (1.5 h de teoriay 1.5
h de aplicaciones practicas). Las clases seran dictadas en espafol y portugués.

Todos los alumnos realizardn la parte virtual (teoria y aplicaciones); y unos 20 alumnos se espera
que puedan realizar los trabajos practicos presenciales en la CNPEM (Brasil).

(Clases, Seminarios, Practicos)

EVALUACION (INDICAR % DE CADA EVALUACION)

La evaluacion de la modalidad virtual tendra dos instancias: en forma de presentacién personal
para contextualizar el plan de trabajo propio incorporando alguna técnica nueva del curso (50%),
y mediante una prueba objetiva (50%).

PROFESORES PARTICIPANTES (INDICAR UNIDADES ACADEMICAS)

Directoras del Curso: Dra. Eneida de Paula y Dra. Maria Gabriela Rivas

Coordinador: Lisandro J. Falomir Lockhart (Universidad de La Plata) y Victor Castro Fernandez (
Universidad de Chile).

Profesores

Maria Gabriela Rivas Universidad Nacional del Litoral Argentina
Luis Gonzalez Flecha Universidad de Buenos Aires Argentina
Pietro Ciancaglini Universidade Sao Paulo Brasil
Juliana Yoneda Brazilian Synchrotron Light Laboratory —LNLS- Brasil
Lisandro J. Falomir Lockhart Universidad de La Plata Argentina
Leonel Malacrida Universidad de la Republica Uruguay
Fernando Dupuy Universidad Nacional de Tucuman Argentina
Victor Castro Universidad de Chile Chile
Sebastian Klinke Fundacioén Instituto Leloir Argentina
Ana Paula Valente Universidade Federal de Rio de Janeiro Brasil
Vanesa Galassi Universidad Nacional de Cuyo Argentina
Marcelo Costabel Universidad Nacional del Sur Argentina
Leandro Barbosa Universidade Sao Paulo CNPEM Brasil
Aline Passos LNSL-CNPEM Brasil

Lia Pietrasanta Universidad de Buenos Aires Argentina
Natalia Wilke Universidad Nacional de Cérdoba Argentina

DESCRIPCION / OBJETIVOS



El curso de posgrado “Técnicas de Biofisica Celular y Molecular” tiene como objetivo introducir
a los estudiantes graduados interesados en esta area de investigacion en una amplia variedad de
métodos biofisicos que actualmente se utilizan para el estudio de sistemas bioldgicos y
biomiméticos. Las técnicas que se abordardn incluyen principios de técnicas cromatograficas para
aislamiento de proteinas, preparacion de muestras, Dicroismo Circular, Fluorescencia UV-Vis,
espectroscopia de Infrarroja, pinzas O&pticas, cristalografia de Rayos X, Cryo-EM, Resonancia
Magnética Nuclear, microscopia de fuerza atdmica y espectroscopia de fuerza (AFM-FS), y Biologia
computacional, junto con aplicaciones de las técnicas mencionadas. El curso sera dictado tanto por
docentes representantes como no miembros del nucleo disciplinario biofisica, pertenecientes a
diferentes universidades parte del Grupo Montevideo. También hemos invitado a
docentes/investigadores especialistas en determinados temas que pertenecen a prestigiosos
centros de investigacion sudamericanos. Como en las propuestas anteriores, la escuela esta
orientada a que estudiantes de doctorado puedan identificar y entender las bases de técnicas que
pueden ser utilizadas para estudiar los sistemas en los que trabajan. Los trabajos practicos
presenciales tendrdn como objetivo mostrar el equipamiento utilizado para cada técnica y su modo
de utilizacion, ademas de brindar nociones basicas en el tratamiento de datos obtenidos.

Todos los alumnos realizardn la parte virtual (teoria y aplicaciones); y unos 20 alumnos se espera
que puedan realizar los trabajos practicos presenciales en la CNPEM. La evaluacién de la modalidad
virtual tendra dos instancias: en forma de presentacién personal para contextualizar el plan de
trabajo propio incorporando alguna técnica nueva del curso, y mediante una prueba objetiva. La
evaluacion de los trabajos practicos presenciales sera por medio de la entrega de un informe donde
reportaran las experiencias de las que participaron.

Programa analitico del Curso: Se detalla a continuacién el programa detallado de las clases
virtuales, el numero de clases (tedricas y practicas), carga horaria y responsables de cada unidad.

Purificacion de Proteina (3hs):

Profesora: Maria Gabriela Rivas (Universidad Nacional del Litoral, Argentina)

Parte Tedrica: Consideraciones generales antes de iniciar un proceso de purificacién de proteinas.
Métodos de ruptura celular. Preparacion de extractos para purificacién de proteinas. Estrategia de
purificacion de tres fases: Captura, fase Intermedia y Polishing. Seleccién de técnicas
cromatograficas a utilizar de acuerdo con las caracteristicas de la proteina a purificar. Bases de las
cromatografias usadas en los procesos de purificacién. Consideraciones generales de los equipos
utilizados. Seguimiento de proteinas durante la purificacién: técnicas bioquimicas vy
espectroscopicas. Acondicionamiento de la muestra: concentracién, dialisis y uso de
estabilizadores. Célculo del rendimiento del proceso de purificacién.

Parte Practica: andlisis de procesos de purificacién de proteinas.

2. Plegamiento y Estabilidad de Proteinas (3hs)

Profesor: Luis Gonzdlez Flecha (Universidad de Buenos Aires, Argentina)

Control de calidad de proteinas purificadas: evaluacion de actividades enzimaticas y/o la interaccion
con ligandos especificos. Métodos espectroscopicos y calorimetria de titulacion isotérmica.
Estabilidad de proteinas. Conceptos de estabilidad termodinamica y cinética. Estabilidad frente al
congelamiento. Métodos experimentales para el estudio de la estabilidad. Estabilidad de
preparaciones de proteinas integrales de membrana. Factores que afectan la estabilidad de una
proteina.




3. Preparacion de Liposomas y Proteoliposomas (3h)

Profesor: Pietro Ciancaglini (Universidade de Sao Paulo, Brasil)

Micelas de lipidos. Liposomas: SUV, LUV, GUVs. Proteinas de membrana en contextos de
solubilizacién y reconstitucion. Tipos de interacciones en proteinas de membrana. Eleccién de
detergentes para solubilizacion e implicaciones para el proceso de purificacién de proteinas de
membrana. Estrategias de reconstitucidon de proteinas en sistemas modelo. Ejemplos de métodos
de insercion directa. Ejemplos de métodos de cosolubilizacidn.

4. Dicroismo Circular (3h)

Profesora: Juliana loneda (CNPEM, Brasil)

Parte 1: Teoria: Aspectos generales de espectroscopia de absorcion, fundamentos de
espectroscopia de Dicroismo Circular, equipamiento, Ventajas de la Radiacion sincrotron de
Dicroismo Circular (Linea CEDRO /Sirius).

Parte 2: Aplicaciones: Determinacion de la estructura secundaria de proteinas, Proteinas globulares
vs. proteinas de membrana, Films de proteinas deshidratadas, Proteinas intrinsecamente
desordenadas, CD orientado, Otras biomoléculas/biomaterials.

5. Fluorescencia UV-Vis (3h)

Profesores: Lisandro J. Falomir Lockhart (UNLP, Argentina) y Leonel Malacrida (UdeLaR, Uruguay).

Introduccion al fendmeno de fluorescencia. Propiedades generales de sondas fluorescentes.
Fluoréforos orgdnicos, inorganicos y proteinas fluorescentes. Sondas sensibles al entorno y
fotoconversiones. Técnicas de microscopia dptica de fluorescencia. FRAP, FRET y FLIM. Estrategias
de analisis. Representacion y analisis por Phasores.

6. Espectroscopia Infrarroja (3 h)

Profesor: Fernando Dupuy (Univesidad Nacional de Tucumdn, Argentina)

Fundamentos, IR aplicado a sistemas bioldgicos: consideraciones practicas, estudio de membranas
bioldgicas por IR, estudio de proteinas por IR, ejercicios y procesamiento de datos.

7. Cristalografia de Rayos X (3 h)

Profesores: Victor Castro (Univesidad de Chile) y Sebastian Klinke (Fundacion Instituto Leloir,
Argentina)

Cristalizacion de proteinas, Celda unitaria y simetria cristalografica (concepto de grupos espaciales).
Difraccidn: Rayos X y su interaccion con la materia. Conceptos basicos de onda y Rayos X. Difraccion
de cristales (ley de Bragg) y planos de Miller. Relacién espacio directo y reciproco: concepto de
transformada de Fourier. El experimento de difraccion con un cristal, y como reconstruir la
densidad electrdnica. El experimento de difraccidn: informacién obtenida (amplitudes de ondas e
indices de Miller). El problema de las fases y metodologias para resolver. Densidad electrdnica y
refinamiento de la estructura - Validacion: Calidad de los datos medidos y del modelo 3D. Calidad
de la informacion experimental (consistencia interna, valores Ry CC, etc) Validacién del modelo,
factores R, consistencia estereoquimica y correlacion densidad electronica-modelo (RSRZ).
Herramientas del PDB para validacion (wwPDB Validation)

8. Crio-Microscopia Electrénica (Cryo-EM) (3h)
Profesores: Guilherme A.P. de Oliveira (Universidade Federal de Rio de Janeiro, Brasil), Andre L.B.
Ambrosio (Universidade de Sao Paulo, Brasil)




Fundamentos de la microscopia electrdnica y extrapolacion para la resolucion de estructura de
complejos de biomacromoléculas. Equipamiento y estrategias de adquisicion de datos.
Procesamiento de datos y obtencion de modelos 3D. Aplicaciones, ventajas y limitaciones.

9. Resonancia Magnética Nuclear (3h)

Profesora: Ana Paula Valente (Universidade Federal de Rio de Janeiro, Brasil)

Parte I: Conceptos basicos, experimentos bdasicos, (1D, 2D, TOCSY, NOESY, 1H/15N-HSQC),
Dindmica de proteinas (escala de tiempo y tipo de experimentos).

Parte II: Aplicaciones en biologia estructural (Determinacion de estructura, unién del ligando,
cinética, andlisis conformacional, etc.), Metaboldmica, Otras aplicaciones.

10. Biologia Computacional (3h)

Profesores: Vanesa Galassi (Universidad Nacional de Cuyo, Argentina) y Marcelo Costabel
(Univesidad Nacional del Sur, Argentina)

- Modelado por homologia: métodos y validacién

- Docking

- Introduccioén a las simulaciones: coordenadas, campo de fuerza, métodos de muestreo: dindmica
molecular y Monte Carlo

- Implementacion de MD: algoritmos de integracién, PBC, truncamiento y algoritmos de correccion
de largo alcance para interacciones no ligadas, acoplamiento de temperatura y presién

- Muestreo estadistico: variables colectivas, Umbrella Sampling, metadindmica, muestreo mejorado
de multiples variables-. Métodos multiescala: QM/MM y embedding electrostatico.

- Modelos de grano grueso: alcances, modelos mas comunes y ejemplos

- Modelos de mesoescala: alcances y ejemplos

- Combinacion de escalas experimentales y de simulacién, aplicaciones avanzadas para virus y
células completos.

11. SAXS (3h)

Profesora: Leandro Barbosa (Universidade de Sao Paulo, Brasil)

Fundamentos tedricos y principios fisicos. Dispersidn de rayos-X, relacién entre patrones obtenidos
y estructura proteica. Ventajas: determinacién de tamano, forma y flexibilidad sin cristalizacidn.
Reconstruccion tridimensional, métodos y algoritmos aplicados. PRIMUS y GNOM como software
de andlisis y herramientas complementarias. Integracién con otras técnicas estructurales.
Aplicaciones practicas: estudios de interacciones proteina-proteina, transiciones conformacionales
y ensamblaje macromolecular. Flujo de trabajo desde la obtencién de datos hasta la interpretacion.

12. XPCS (3h)

Profesora: Aline Passos (CNPEM, Brasil) (3h)

Fundamentos tedricos y principios de XPCS. Dispersién coherente de rayos X y observacion de
speckles. Instrumentacién, fuentes coherentes y configuracién experimental. Separacidn de fases
en soluciones de proteinas. Organizacidn coloidal en procesos de gelificacion. Evolucién estructural
de geles termo-reversibles. Relajacidn en electrolitos poliméricos. Analisis de la separacién de fases
liquido-liquido y dindmica estructural. Métodos para interpretar fluctuaciones y correlacién de
intensidad. Aplicaciones: condensados biomoleculares y dindmica de materia blanda; Experiencias
en la linea de haz Catereté en Sirius (LNSL, Brasil).

13. Microscopia de fuerza atdmica y espectroscopia de fuerza (AFM-FS) (3h)
Profesora: Lia Pietrasanta (Universidad Nacional de Buenos Aires, Argentina)




Microscopia de Fuerza Atémica: principio y aplicaciones: Componentes basicos de un AFM, Cémo
funciona y modos de operacion, Sensores de fuerza, Instrumentacién, Preparaciéon de muestras,
Ventajas y limitaciones de AFM. Espectroscopia de Fuerza: principio y aplicaciones: Curvas fuerza-
distancia, Propiedades mecdnicas, Reconocimiento molecular, Nuevas técnicas.

14. Pinzas épticas (1,5h)

Profesora: Natalia Wilke (Universidad Nacional de Cordoba, Argentina)

Teoria: Historia de la manipulacién 6ptica, fundamentos, setup del equipamiento, calibracién.
Aplicaciones: Biofisica de moléculas unicas, Biofisica de membranas, Sistemas coloidales.
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- Gurtovenko, Andrey A., and llpo Vattulainen. "Calculation of the electrostatic potential of lipid
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- Atomic Force Microscopy-Based Force Spectroscopy and Multiparametric Imaging of Biomolecular
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Cronograma de Actividades

Encuentros Parte | (17-18:30hs) Parte 1l (18:30-20hs)
Semana 1 |Introduccion Purificacién de Proteinas (Tedrica)
(17/3/2025) Eneida De Paula Ma. Gabriela Rivas
Semana 2 |(Purificacion de Proteinas (Aplicaciones) Plegamiento y Estabilidad de Protefans (Teérica)
(24/3/2025) Ma. Gabriela Rivas Luis Gonzalez Flecha
Semana 3 |Plegamiento y Estabilidad de Proteians (Aplicaciones) Preparacion de Liposomas y Proeoliposomas (Teorica)
(31/3/2025) Luis Gonzalez Flecha Pietro Ciancaglini
Preparacién de Liposomas y Proeoliposomas . . -
Semana 4 p N P v P Dicroismo Circular (Tedrica)
(7/a12025) |(Aplicaciones)

Pietro Ciancaglini

Juliana S. Yoneda

Semana 5 |Dicroismo Circular (Aplicaciones) Fluorescencia UV-Vis (Tedrica)
(14/4/2025) Juliana S. Yoneda Leonel Malacrida // Lisandro J. Falomir Lockhart
Semana 6 |Fluorescencia UV-Vis (Aplicaciones) Espectroscopia Infrarroja (Tedrica)
(21/4/2025) Leonel Malacrida // Lisandro J. Falomir Lockhart Fernando Dupuy
Semana 7 |Espectroscopia Infrarroja (Aplicaciones) Cristalografia de Rayos X (Tedrica)
(28/4/2025) Fernando Dupuy Victor Castro // Sebastian Klinke
Semana 8 |Cristalografia de Rayos X (Aplicaciones) Cryo-EM (Teoria)
(5/5/2025) Victor Castro // Sebastian Kiinke Guilherme A.P. de Oliveira
Semana 9 |Cryo-EM (Aplicaciones) Resonancia Magnética Nuclear (Tedrica)
(12/5/2025) Andre L.B. Ambrosio Ana Paula Valente
Semana 10 |Resonancia Magnética Nuclear (Aplicaciones) Biologia Computacional (Teérica)
(19/5/2025) Ana Paula Valente Vanesa Galassi // Marcelo Costabel
Semana 11 |Biologia Computacional (Aplicaciones) SAXS (Teorico)
(26/5/2025) Vanesa Galassi // Marcelo Costabel Leandro Barbosa
Semana 12 |SAXS (Aplicaciones) XPCS (Teorico)
(2/6/2025) Leandro Barbosa Aline Passos
L Espectroscopia de Fuerza Atémica y Microscopia de
Semana 13 |XCPS (Aplicaciones) P P A Ao g £
(9/6/2025) Fuerzas de Traccion (Tedrica)
Aline Passos Lia Pietrasanta
Espectroscopia de Fuerza Atémica y Microscopia de . . . L
Semana14 [P pla de o v P Pinzas Opticas (Teoria + Aplicaciones)
(16/6/2025) |Fuerzas de Traccion (Aplicaciones)
Lia Pietrasanta Natalia Wilke
Semana 15 |Consultas Discusion Final y Cierre del Curso
(23/6/2025) Eneida De Paula

Semana 16 (a
definir)

Evaluacion




