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1. Resumo

No periodo a que se refere este relatério, foram concentrados esforcos para (1) finalizagao do
projeto executivo para construcdo do laboratério sede do INFABIC e obtencdo de verbas
complentares, (2) instalacdo dos equipamentos adquiridos através do programa EMU-
FAPESP, (3) elaboracdo de novo projeto de continuidade submetido a Unicamp, para
candidatura ao CT-INFRA2013 FINEP, (4) realizacdo de processo de selecdo e contratacéo
de técnico especializado para atuar junto ao laboratorio. Com a utilizacdo da infra-estrutura
existente nos laboratorios associados, foram publicados 160 artigos cientificos. A extensdo
das atividades e disponibilizacdo da infra-estrutura a outros pesquisadores (pesquisadores
associados), adiciona a esta lista 114 outros artigos publicados em 2012. Destacam-se
também a participacdo de nossos pesquisadores em congressos nacionais e internacionais, a
participacdo na organizacdo do X Congresso Internacional de Biologia Celular no Rio de
Janeiro e o oferecimento do Il Workshop Teorico-Prético de Microscopia do INFABIC. Em
2012 foi também realizada andlise para continuidade do INCT-INFABIC por mais 24 meses.



Instituto Nacional de Fotdnica Aplicada a Biologia Celular

(INFABIC)

2. Objetivos

1)

Implantar o primeiro laboratorio de microscopia multimodal baseado em técnicas
fotdnicas e aplicado a Biologia Celular, reunindo as técnicas de microscopia confocal
single e multiphoton, equipadas com FLIM e FCS, microscopias SGH, THG, CARS,

Tip-Enhancement e microespectroscopia/microscopia Raman, individualmente e/ou em

conjunto;

(2) Desenvolver um sistema de conexdo entre diferentes microscdpios, que permita o
compartilhamento do laser pulsado;

(3) Efetuar analises simultaneas de diferentes parametros celulares, empregando arranjos
especificos das diferentes metodologias existentes, em células vivas;

(4) Realizar estudos correlacionados entre microscopias 6pticas e fotdnicas, com suporte
em abordagens complementares, e

(5) Desenvolver e aprimorar abordagens e processos ja existentes e que fazem parte desta
proposta.

3. Metas

Curto prazo (até dois anos)

(1) Concluir a ampliacdo do Laboratdrio de Microscopia Eletrénica do 1B

(2) Adquirir os equipamentos solicitados e instala-los
(3) Elaborar regimento do INFABIC

(4) Estabelecer rotinas de cursos, seminarios e discussdes sobre projetos em andamento

(5) Iniciar estudos propostos nos diversos subprojetos utilizando os equipamentos adquiridos

(6) Utilizar os resultados cientificos que devem aparecer rapidamente para submeter outros

pedidos de financiamento para atualizagdo continua da infraestrutura, eventos e

bolsas.

(7) Definir metas para os préximos periodos



Médio prazo (até cinco anos)

1)
()
(3)
(4)

(5)

Definir prioridades e concluir os estudos propostos

Ampliar o grupo de pesquisadores com base na analise de propostas recebidas
Avaliar desempenho do INFABIC

Realizar primeiro workshop com apresentacgdes de resultados obtidos no INFABIC e
avaliar impacto de sua criagdo na qualificacdo dos trabalhos realizados pelos
membros da equipe

Redefinir metas e subprojetos do Instituto para os proximos periodos e submeter
outros projetos para garantir a atualizagdo continua do parque de técnicas e
equipamentos.

4. Biofotdnica

O termo fotbnica, derivado da palavra foton, foi criado em 1967 pelo cientista francés Pierre

Aigrain como a “Ciéncia para Controlar e Manipular os Fotons”. A biofotdnica envolve a

fotbnica para compreensao e manipulacdo dos fenbmenos e eventos das ciéncias da vida, 0 que a

torna intrinsecamente uma area de conhecimento multidisciplinar, envolvendo Fisica, Quimica,

Biologia, Medicina, Engenharias, etc. Isso significa que a pesquisa na area de biofoténica requer

a formacdo de redes de conhecimento multidisciplinar. Existe alguma ambiguidade entre os

termos Fotonica e Optica, assim como existia entre os termos Eletronica e Eletricidade. Em

relacdo a microscopia, consideram-se microscopias Opticas as que utilizam lampadas, incluindo

fluorescéncia “wide-field”, contraste de fase e DIC [Differential Interference Contrast]. Ja as

microscopias fotdnicas utilizam lasers como fontes de luz.

5. Infraestrutura idealizada - microscopias Biofotonicas a serem implantadas

A descrigdo das diversas técnicas que serdo utilizadas pelo Instituto esta disponivel no site

http://www.ifi.unicamp.br/foton/biofotonica/ de forma intuitiva e didatica. Nesse site também



http://www.ifi.unicamp.br/foton/biofotonica/

estdo disponiveis exemplos de filmes de manipulagdes celulares com pincgas dpticas, de imagens
confocais e outros resultados obtidos no laboratdrio de Biofotonica do IFGW - UNICAMP. Essa
secdo é dedicada a apresentacdo das diversas técnicas que serdo implantadas no laboratério. S6
as técnicas de microscopias disponiveis comercialmente serdo implantadas para garantir a
facilidade de uso, manutencéo e a utilizacao real para estudos em ciéncias da vida. O objetivo
fundamental do gerenciamento do laboratorio sera para garantir essa utilizacdo das ferramentas
da forma mais intensa e pelo maior nimero de pesquisadores possivel. O desenvolvimento de
novas técnicas sera realizado no laboratério de biofotdnica ja existente no Instituto de Fisica e,
essas técnicas novas sO serdo disponibilizadas no laboratério sede do INFABIC apos testes de
facilidade de uso e reproducibilidade.

O projeto propde implantar de forma integrada as seguintes técnicas biofotonicas:
microscopias confocais de varredura “single-photon” [confocal tradicional] e “two-photons” ou
“multiphoton”, microscopias SHG [Second Harmonic Generation] e THG [Third Harmonic
Generation], microespectroscopia e microscopia Raman, microscopia CARS [Coherent
AntiStokes Raman Scattering], microscopias baseadas no tempo de vida de fluorescéncia FLIM
[Fluorescence Lifetime Imaging], FRET [Forster Resonant Energy Transfer], FCS [fluorescence
Correlation Spectroscopy]. A técnica FRAP (Fluorescence Recover After Photobleaching) sera
disponibilizada através da instalagdo de softwares apropriados. Técnicas de “spinning disk” serdo
utilizadas para observacdo de processos mais rapidos. Os microscopios serdo equipados com
pingcas Opticas, para permitir disparar processos através de mdltiplas micro-manipulacfes
celulares sem contacto fisico e também de realizar medidas de propriedades biomecéanicas de
células, membranas, organelas e tecidos. Sistemas de fotoativacdo, micro-disseccdo e micro-
cirurgia com laser de femto-segundos e de UV também devem ser implantados. Microscopia
Optica acoplada a sistema de captura de imagem em alta velocidade seréd destinada a analise de
processos rapidos in vivo. Um conjunto de equipamentos para preparacdo de amostras e de
microscopias convencionais deve estar no mesmo laboratério para pré-visualizacfes réapidas
antes da utilizacdo dos equipamentos mais sofisticados. A infraestrutura idealizada devera
também ser capaz de receber e manter materiais bioldgicos diversos, assim como manter
condi¢bes adequadas de cultivo celular para uso pelos usuérios de outros laboratérios ou

universidades ou cidades.



6. As instalacdes de laboratdrio e sua operacao

As diversas técnicas de microscopias biofotdnicas serdo montadas em um conjunto de 4 mesas
Opticas conectadas contendo 3 a 4 microscépios e todos os lasers, de modo que os diferentes
feixes possam ser utilizados em qualquer um dos microscopios sem perder o alinhamento. Duas
outras mesas Opticas acomodardo as microscopias mais convencionais. O espacgo fisico do
laboratorio incluira uma grande sala para acomodar as mesas épticas conectadas com espago de
circulacdo, Para tanto haverd uma ampliagdo do laboratdrio de microscopia eletrénica do
Instituto de Biologia da UNICAMP. Apo6s uma seérie de discussdes, concluiu-se que o laboratério
deveria também dar suporte para a manutencdo e processamento de células em cultura e
materiais diversos trazidos pelo usuario.

A montagem dos diversos lasers e microscopios deve permitir a utilizacdo simultanea e
integrada das diferentes técnicas de microscopia. As técnicas de dptica ndo linear, especialmente,
utilizam lasers com pulsos tdo curtos quanto dezenas de femto-segundos, sistemas laser de
maltiplos pulsos de pico-segundos sincronizados no tempo, sistemas laser de nano-segundos até
diferentes lasers continuos, sofisticados e caros, cuja operacdo deve ficar a cargo de um
profissional com forte treinamento na area de lasers e conhecimento de fisica e dptica. Para
garantir a utilizacdo das diversas técnicas pelos pesquisadores da area de ciéncias da vida o
laboratdrio sera operado por, pelo menos, dois técnicos de alto nivel [espera-se que com
doutoramento em Fisica ou Engenharia Elétrica/Eletronica/Biomédica], em turnos, por até 12
horas diarias. Nenhum equipamento de grande porte sera adquirido sem a garantia de
treinamento e reciclagem dos técnicos do laboratério por parte do fabricante. A manutencéo e
gerenciamento dos materiais do laboratorio também ficardo a cargo dos técnicos. Ja estd em
andamento o processo de selecdo de um técnico oferecido pela Unicamp como contrapartida.
Toda a utilizacdo deverad ser feita em conjunto entre o usuério, que entende do problema
bioldgico e é responsavel pela preparacdo das amostras, e o técnico do laboratdrio, responsavel
por garantir o funcionamento do equipamento e instruir 0 usuario. No caso de usuario com
nenhum treinamento, mas de posse de um problema biolégico relevante, o técnico deve operar o
microscopio sobre a supervisdo do usuario. Pesquisadores principais da equipe proponente
devem também reservar um horario de consultoria para que 0S usuarios apresentem seus

objetivos e possam discutir as melhores estratégias para aquisicdo de seus dados. Espera-se que



esse procedimento evite a ndo utilizacdo dos equipamentos sofisticados pelos pesquisadores de
ciéncias da vida por receio ou desconhecimento dos principios fisicos envolvidos, ao mesmo
tempo em que se evita possibilidade de danificar os equipamentos por mé utilizagdo, ou mesmo
acidentes com feixes de laser potentes.

Os lasers e outros acessorios de microscopia devem permitir utilizacdo compartilhada em
mais de um microscopio para garantir a continuidade dos trabalhos de outros membros da equipe
enquanto um microscopio esteja ocupado, as vezes até por varios dias, acompanhando o
desenvolvimento de um processo celular. Considerando que o estudo de processos celulares € um
dos objetivos principais desse Instituto deve-se garantir um microscopio para a realizacdo desses
estudos, mesmo quando demorados. Feixes de lasers de alta poténcia podem ser divididos e
utilizados em varios microscopios simultaneamente. Lasers baratos de baixa poténcia como
alguns lasers de diodo, devem ser adquiridos para cada microscépio individualmente, evitando
constante realinhamento dos mesmos em diferentes plataformas. Por outro lado em experimentos
que requerem obtencdo de filmes do tipo “time-lapse”, com aquisi¢do de uma imagem a cada
intervalo de tempo, a montagem do laboratorio deve permitir que os lasers sejam utilizados em
outro microscopio no tempo morto do experimento de “time-lapse”.

O projeto também prevé uma infraestrutura de rede de comunicacGes para permitir
utilizacdo das microscopias a distancia. Nesse caso, 0 pesquisador envia a amostra, de
preferéncia através de um orientado, mas tera acesso remoto em tempo real as imagens obtidas e
mesmo algum controle sobre os pardmetros do microscopio, como posicionamento XYZ da
amostra, por exemplo. Isso serd obtido através de uma conexdo direta por fibras opticas em
cooperacdo com o programa Kyatera da FAPESP. O INFABIC devera manter um site com um
programa de agendamento de consultorias e dos equipamentos segundo uma ordem de
prioridades definida pelo comité gestor baseada na disponibilidade e importancia dos trabalhos
desenvolvidos. O compromisso com a equipe de pesquisadores que toma parte desse projeto
deve ser honrado garantindo prioridade méxima aos mesmos, com acesso imediato caso exista

disponibilidade e um prazo para utilizagéo da infraestrutura inferior a trés semanas.



7. Aequipe

Com essa infraestrutura multiusuaria o INFABIC deve atender a uma grande parcela da
comunidade de pesquisadores envolvidos com estudos de processos em nivel celular. A equipe
desse projeto inclui pesquisadores do Instituto de Fisica e Instituto de Biologia, da Faculdade de
Ciéncias Medicas e da Faculdade de Engenharia de Alimentos da UNICAMP, Instituto de
Ciéncias Biomédicas da USP-SP, disciplinas de Oftalmologia e de Reproducdo Animal da
UNIFESP-SP, Centro de Ciéncias da Saude da UFRJ, FIOCRUZ-RJ e Biologia da UFF, no
Estado do Rio de Janeiro. A Policia Técnica Civil do Estado de S&o Paulo também esté na equipe
para realizacdo de pesquisas forenses. A iniciativa privada esta presente através das empresas
KOM-LUX de Campinas. Uma conexdo com a clinica sera reforcada pela participacdo do
Hospital Pérola Byington de S&o Paulo, além do Centro de Atencdo Integral a Saide da Mulher e
do Hemocentro da Unicamp. A parceria entre o Coordenador deste projeto, Prof. Dr. Hernandes
F. Carvalho, Professor Titular de Biologia Celular da Unicamp e ex-Presidente da Sociedade
Brasileira de Biologia Celular, com ampla experiéncia em microscopias e em fisiologia celular e
0 seu vice-Coordenador, Prof. Dr. Carlos Lenz César, Professor Titular do IFGW da Unicamp,
com ampla experiéncia em fotonica e biofotonica, em conjunto com 0s demais membros do
Instituto parecem adequadas para fomentar o desenvolvimento da fotdnica aplicada a Biologia
Celular. Com a restricdo do Edital de que cada pesquisador sé pode participar de uma proposta,
houve significativa disperséo de pesquisadores com interesse potencial em outros projetos, o que
tornaria a equipe deste projeto ainda mais significativa, 0 que pode ser observado atraves de
varias colaboracgdes ja existentes com coordenadores e participantes de outros INCTs.. A infra-
estrutura inicial aliada aos trabalhos desenvolvidos ao longo do tempo na mesma deve garantir o
financiamento de sua operacdo por tempo longo, sua continuidade e a modernizacao.

O Comité gestor do Instituto € composto por Hernandes F. Carvalho (Coordenador);
Carlos Lenz Cesar (Vice-coordenador); Luciana Bolsoni Lourengo (membro); Konradin Metze
(membro); Ruy G Jaeger (membro externo a Unicamp); Rosiane Lopes da Cunha (suplente);
Fatima Botcher-Luigi (suplente).

Ap0s sua implantagdo, o INFABIC agregou mais 23 usuarios, cuja producéo é listada a

seguir.



8.

10.
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Oferecimento de cursos, treinamentos e workshops

No ano de 2012, foi organizado o segundo Workshop Tedrico Pratico — Explorando a
microscopia confocal e a Optica ndo linear na analise de materiais bioldgicos, de 26 de

novembro a 07 de dezembro de 2012, na UNICAMP, que recebeu mais de 90 inscricdes.

Para 0 proximo ano planejamos realizar um workshop internacional, além do workshop
tedrico pratico para estudantes, fazer um curso de treinamento para técnicos
especializados em microscopia foténica e realizar um evento conjunto Biologia e Fisica,
em acdo conjunta com a Sociedade Brasileira de Biologia Celular, a Sociedade
Americana de Biologia Celular, USP, UNICAMP e FAPESP.

Site oficial do INFABIC

www.inct-infabic.ib.unicamp.br

Ampliacéo e adequacédo da area destinada ao laboratorio principal do INFABIC

Apbs longo processo, a obra estd em fase de licitacdo. Isto s foi possivel graca a

generosa contribuicdo da Reitoria da Universidade, através do Magnifico Reitor Fernando F

Costa, que aportou o valor de R$ 700.000,00 para esta construcao.

11.

Equipamentos adquiridos e ja instalados

O sistema de FLIM, (adquiridos via EMU-FAPESP) foi instalado e tem sido utilizado

rotineiramente.

O novo confocal LSM780 da Carl Zeiss foi instalado e permitiu adaptaces para a

microscopia intravital, tendo sido obtidas as primeiras imagens de pancreas, glandula salivar e


http://www.inct-infabic.ib.unicamp.br/
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glandula mamaria de animais vivos. O sistema de spinning disk da Andor também esté instalado

e em utilizacéo.

Estratégia de aquisicdo de equipamentos e utilizacao de fundos

) o Equipamento o
Equipamento Agéncia/valor Valor agéncia
complementar
Sistema confocal Laser MaiTai de
. FAPESP CNPg/FAPESP (2)
Zeiss LSM780 femto segundos
Sistema de Microscopio invertido
o FAPESP FAPESP
microdissecgdo Palm Observer
Spinning disk CNPq
Mesas antivibratorias CNPg/FAPESP (2)
Ampliacdo de area
construida e CNPq
adequacao de
laboratério
12. Projetos complementares
Projeto Agéncia Valor Itens complementares relacionados
1. Microscépio confocal NLO upright espectral
_ 2. Sistema de AFM e tip-enhancement
Equipamentos .
3. Sistema FLIM e FCS
Multiusuérios FAPESP US$ 1,563,736.82
4. Sistema de pingas Opticas multiplas e
Coord. Hernandes F. Proc.09/54164-9 (aprovado)

Carvalho

microdissec¢éo
5. OPO de femtosegundos para THG

Auxilio implantacéo
Coord. Hernandes F

Carvalho

FAEPEX/
UNICAMP
Proc. 1076/09

R$ 20.000,00

(ja aprovado)

1. Despesas com instalacéo do INCT

Auxilio infra-
estrutura de
laboratérios

Coord. Hernandes F

Carvalho

FAEPEX/
UNICAMP

R$ 56.000,00

(j& aprovado)

2. Adequacdo de mobiliario e bancadas de

laboratério
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CT-INFRA 2012 FINEP Néo selecionado pela COPEI-UNICAMP
CEPID - Sangue FAPESP Né&o aprovado na segunda fase
CT-INFRA 2013 FINEP Em fase de analise pela COPEI-UNICAMP

13. Recrutamento de pessoal

1. Bolsista de PD — Andrius Masedunskas (Bolsa CAPES — periodo margo-setembro 2012)

2. Professor Visitante — Javier F. Adur (FAPESP)

3. A vaga para segundo técnico de nivel superior foi preenchida e o servidor contratado pela

Unicamp, tendo o inicio de suas atividades em novembro 2012,

13. Producdo bibliogréafica no ano de 2012

Foram publicados 160 artigos pelos participantes do INFABIC no ano de 2012.

A seguir sdo apresentadas as publicac@es individuais, ndo removidas as duplica¢fes por

colaboragdes entre seus membros. Na figura abaixo se pode identificar que a maior parte dos

artigos publicados (80,6%) sdo indexados e que a maior parte deles (94%) em revistas com

indice de impacto maior que 1. Na segunda lista sdo apresentados os novos colaboradores e a

lista de 114 artigos por eles publicados.
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Distribuicao do indice de impacto das revistas utilizadas pelos pesquisadores do INFABIC
(NI = nédo indexado). Fonte JCR 4.5 Fator de Impacto 2011.




