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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 #3: Estrutura da citoesqueleto usando microscopia confocal
Tipo celular: celula HEK 293T
Objetivo: Estudar a estrutura do citoesqueleto usando microscopia confocal

Explicagdo: Quatro metodologias distintas sdo usadas rotineiramente para a visualiza¢gdo dos
microfilamentos de actina, filamentos intermediarios ou microtubulos do citoesqueleto;

1. Utilizando construgbGes que podem expressar actina, tubulina ou talina marcadas em células
vivas, permitindo que os pesquisadores estudarem a dinamica do citoesqueleto.

2. Os conjugados de faloidina (com os fluoréforos como rodamina), que se ligam aos filamentos de
actina em células fixadas e permeabilizadas.

3. Cyto-Tracker Green (um conjugado de Taxol) é fornecido inicialmente como um composto ndo-
fluorescente ndo-carregado que passa através da membrana plasmatica das células vivas para corar
a tubulina polimerizada.

4. Usando os anticorpos primarios anti-actina e anti-tubulina conjugados com fluoréforos, em
células fixadas.

Tarefas do grupo:

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

e Para o método 3: Determinar o intervalo da concentragao de Cyto-Tracker Dye para o
experimento (baseado na literatura). Determinar as condi¢Ges experimentais; tempo e
condicdes de cultivo, tratamento do substrato, etc.



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

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



