Disciplina 7600078 - Biologia Celular

Docente responsavel: profa. Ana Paula Ulian de Araujo (anapaula@ifsc.usp.br) e Cristina Kurachi
(cristina@ifsc.usp.br) e Rafael Guido (rvcguido@ifsc.usp.br)

Laboratdrio: Mohammad Sadraeian (msadraeian@usp.br)
Tarefas gerais:
¢ Planejar o experimento:

1. Elaborar um roteiro contendo objetivo, materiais e métodos do experimento com no
maximo 1000 palavras. Deve-se manter o padrao e a estrutura de escrita cientifica. Muito
importante explicar como sera realizado o experimento e com que propdsito.

2. Os materiais necessarios para a realizagdo do experimento deverao ser listados contendo
informacgoes de concentragdo, quantidade, pH, etc a fim de auxiliar o pré-preparo e a
obtenc¢dao dos mesmos.

3. O protocolo para preparo de amostras bioldgicas deve vir de (ou ser baseado em) artigos
cientificos ou teses.

Tema #1: Estrutura da Mitocondria usando microscopia confocal
Tipo celular: celula HEK 293T
Objetivo: Estudar a Estrutura e localizagdo da Mitocéndria usando microscopia confocal

Explicagdo: existem trés métodos usando sondas moleculares para imagens de Mitocondria em
células vivas ou fixadas;

1. Mito-Tracker Dye, para células vivas ;

2. Usando as construgGes (plasmideos) que expressam proteinas fluorescentes com sinais de
localizagdo na mitocdndria;

3. Usando anticorpos primdrios para Mitocondrias (conjugados com fluoréforos) para
coloragdo de células fixadas.

Tarefas do grupo:

e Determinar um protocolo para fixacao celular para observacdao em microscopia confocal
(levar em conta o substrato utilizado)

e Para o método 1: Determine o intervalo da concentragdo de Mito-Tracker Dye para o
experimento (baseado na literatura). Determinar as condi¢Ges experimentais; tempo e
condicdGes de cultivo, tratamento do substrato, etc.

* Para o método 2: Planeje uma construgdo para expressao de proteinas fluorescentes na
mitocondria. Determine o plasmideo de expressdo apropriado. Além disso, determine os
sinais necessarios na construcao.

* Para o método 3: Determine os anticorpos (conjugados com os fluoréforos) apropriados
para a marcacdo da mitocondria.

* Configuracao do microscépio: Para cada método, determine o filtro adequado, a marcagdo
(label, ex. GFP, Alexa,...), a excitacdo / o comprimento de onda da emissdo (EX/Em).



