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PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM BIOQUIMICA

Disciplina: Curso Avancado de Microscopia de Fluorescéncia |

Créditos: 1 crédito (teérico)

Professores Responsaveis: Carlos Mas, Cecilia Sampedro, Guillermo Gomez e
Andreza Fabro de Bem

Ementa:

Microscopia Optica e de Fluorescéncia. Imagens Digitais. Microscopia Confocal.
Microscopia de filtro giratério (DSU). Microscopia de Fluorescéncia usando reflexéo
interna total (TIRFM). FRAP. FCS. FRET.

Programa:

Modulo Tedrico

Microscopia Optica e de Fluorescéncia: Introducdo & microscopia. Microscopios de
trnsmissdo e de epifluorescéncia. Lentes e objetivas. Condensadores, Fontes de
iluminagdo. Filtros. AberragBes cromaticas e esféricas. Limite de difracdo. Resolucdo
Optica de microscopio. Cameras digitais. Fluor6foros. Processos de excitacdo e emissao.
Espectros de excitacao e emissdo. Avaliagdo de “stokes”.

Imagens Digitais: Conceito de imagens digitais. Obtencdo de imagens digitais no
microscopio. Conceito de pixel e voxel. Critério de resolugdo “Nysquit” em uma
imagem. Quantificacdo de imagens. Sinal e ruido de uma imagem. Background. Filtros.
Mascaras.

Microscopia Confocal: Principios de microscopia confocal. Perspectiva historica.
Unidade de Barrido. Detectores. Fungdo de “esparciamento puntual” e resolucdo axial
em um microscopio confocal. A fincdao de “pinhole” no microscopio confocal. Sinal e
ruido em imagens obtidas por microscopia confocal. Preparacdo de amostras. VVantagens
da microscopia confocal em relacdo a microscopia de epifluorescéncia. Microscopios
confocais de segunda geragdo. AOTF, detectores espectrais, SIM. Aplicagdes.

Microscopia de filtro giratorio (DSU): Elementos de um microscopio DSU. Principios
de DSU e discos giratorios (Discos Nipkow y Olympus). Fontes de iluminacdo e
detectores. Vantagens da microscopia de disco giratorio. Resolucéo lateral e axial de um
microscopio DSU. Aplicacdes de DSU na biologia celular.

Microscopia de Fluorescéncia usando reflexdo interna total (TIRFM):
Fundamentos. Reflexdo interna total. Campo evanescente. Propriedades de campo
evanescente. Tipos de microscopios de TIRFM. Objetivas para TIRFM. Resolugdo axial
de microscopia TIRFM. Detectores. Aplicagdes.

FRAP: Generalidades. Modelos de difusdo em duas dimensbes. Processo de foto-
branco. Representacdo grafica e analise de dados de FRAP. Aplicacbes de FRAP.
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Transporte intracelular. Analise temporal e espacial para difusdo usando FRAP.
Difusdo em trés dimens@es. Absorcdo de proteinas de membrana.

FCS: Principios de FCS. Funcdo de auto-relacdo. Implementacdo de FCS em
microscopio de fluorescéncia. Analise de dados. FCS aplicado a difusdo de proteinas e
associacdo de componentes macromoleculares. Pontos de FCS para anélise de interacédo
entre proteinas (FCCS). Comparacéo entre FCS e FRAP.

FRET: Principios de FRET. Caracteristicas de transferéncia de energia por acoplamento
dipolo dipolo. Métodos de medicdo de FRET. Emissdo sensibilizada. Lifetime Imaging.
Anisotropia. Incremento de fluorescéncia de doador de foto-decomposicdo do aceptor.
Consideracdes sobre captura de imagem de FRET. Métodos para medi¢do de FRET em
células vivas. Aplicacbes de FRET. Uso de biosensores e analises de interacdes
proteina-proteina.
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