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Objetivo do Ciclo de Treinamentos:

Dividido em 3 encontros com 3 horas de duração cada:

28/01/2026 - Fundamentos de Microscopia Ótica e Boas Práticas Experimentais

26/02/2026 - Preparo de Amostras para Microscopia de Luz

31/03/2026 - Fundamentos dos Softwares de Análise e Processamento de Imagens

O treinamento tem como objetivo capacitar a comunidade de usuários do CNPEM na aplicação de boas práticas em
bioimagem, promovendo o uso consciente, crítico e quantitativo das técnicas de imageamento. Busca-se fornecer
uma base conceitual para o desenho experimental, a aquisição adequada de imagens, a análise quantitativa e a
interpretação reprodutível dos dados, alinhada aos guidelines internacionais estabelecidos pelas comunidades
global e latino-americana de bioimagem.



Microscópio de Super 
Resolução STED Leica

O Laboratório de Imagens Biológicas oferece
aos usuários externos e internos acesso ao
microscópio confocal invertido de super-
resolução – Leica STED, que ultrapassa o
limite de difração da luz, permitindo a
investigação de detalhes subcelulares em
amostras biológicas fixadas.

Microscópio Confocal 

SP8 Leica
SP8 Leica permite a visualização detalhada de
células vivas, utilizando a fluorescência para
marcar estruturas e processos intracelulares,
realiza FRAP - Fluorescence Recovery After
Photobleaching: Uma técnica utilizada em
biologia celular para estudar a dinâmica de
moléculas dentro das células e FRET -
Fluorescence Resonance Energy Transfer: em
microscopia é uma técnica que utiliza a
transferência de energia não radiativa entre duas
moléculas fluorescentes para estudar interações
moleculares e dinâmica celular

Microscopia de Fluorescência, técnica de
imagem que utiliza fonte de luz filtrada para
iluminar e examinar amostras, como células,
tecidos ou estruturas microscópicas coradas por
marcadores fluorescentes ou com
autofluorescência.
Microscopia de Luz Polarizada: é uma técnica de
microscopia óptica que utiliza luz polarizada para
realçar o contraste e a resolução de imagens de
materiais, principalmente aqueles que são
birrefringentes (anisotrópicos), como minerais,
polímeros e estruturas biológicas.

Microscópio Widefield-

DM6 Leica

Laboratório de Imagens Biológicas - LIB
Microscópios de Fluorescência 



Laboratório de Bioensaios - LBE
Microscópios HCS 

• Objetivas 2x, 10x, 20x, 40x, 60x

• Fluorescência: 8 filtros excitação e 13 filtros emissão e

campo claro

• Controle de temperatura (StandAlone – LOA)

• Modo confocal (HTS – LPNB-2)

4x 10x 20x 40x
Imagens de campo claro colorido de epitélio (Hematoxilina-eosina)

• Leitor de placas:

fluorescência/polarizada, absorbância,

luminescência.

• Microscópio: imagens de

fluorescência e campo claro colorido;

• Objetivas 2,5x, 4x, 10x, 20x, 40x, 60x

• Filtros disponíveis: azul (460/40),

verde (525/39) e vermelho (590/35)

Operetta Cytation5



Espectro da Luz

A luz é uma radiação eletromagnética caracterizada pelo comprimento de onda (λ) ou energia.
•Ultravioleta (UV): ~200–400 nm
•Visível: ~400–700 nm
•Infravermelho (IV): >700 nm
Na microscopia de fluorescência, trabalhamos principalmente no visível e, em alguns casos, no UV ou infravermelho 
próximo.



Como o microscópio usa o espectro da luz
O microscópio de fluorescência separa luz espectralmente
usando filtros:
Fonte de luz
a) Lâmpadas (mercúrio, xenônio); 
b) LEDsLasers (linhas discretas: 405, 488, 561, 640 nm)

Filtro de excitação
a) Seleciona apenas os comprimentos de onda que excitam 

o fluoróforoc) 

Espelho dicróico
a)  Reflete a luz de excitação 
b) Transmite a luz de emissão (comprimento de onda maior)

Filtro de emissão
a) Bloqueia a luz de excitação residual
b) Deixa passar apenas a fluorescência desejada

no Leica SP8 há filtros, mas eles não são filtros físicos 
fixos como no Operetta ou no DM6; a seleção é feita de 
forma espectral e eletrônica dentro do detector.



O que é fluorescência?

Fluorescência é um fenômeno físico no qual uma molécula absorve luz em um determinado comprimento de onda e, 
quase imediatamente, reemite luz em um comprimento de onda maior (menor energia).

Fluorescência ocorre quando:
1.Um fóton excita uma molécula
2.Um elétron passa para um estado eletrônico excitado
3.Parte da energia é dissipada (vibrações/relaxamento)
4.A molécula retorna ao estado fundamental emitindo um 
fóton

A luz emitida é a fluorescência.

O que um fluoróforo?
Um fluoróforo é uma molécula capaz de fluorescer, 
ou seja, absorver luz em um determinado 
comprimento de onda e reemitir luz em um 
comprimento de onda maior.
Em microscopia de fluorescência, ele é o elemento 
que gera o sinal que você detecta.



Como escolher um fluoróforo?

Aplicação Melhor escolha

1. Tipo de amostra

Células em cultura (monocamada)
•Pouca autofluorescência

•Espessura pequena
•Maior liberdade de escolha

Pode usar azul, verde, vermelho sem grandes problemas.

Tecidos / amostras espessas
•Alta autofluorescência (colágeno, elastina, lipofuscina)
•Espalhamento de luz

•Absorção diferencial
Prefira fluoróforos no vermelho / infravermelho próximo.

2. Comprimento de onda importa (regra de ouro)

Luz azul/UV:

•Mais espalhamento
•Mais autofluorescência

•Mais fototoxicidade

Luz vermelha:

•Penetra mais
•Menos autofluorescência

•Menos dano celular



Como combinar fluoróforos diferentes?



Qualidade das moléculas fluorescentes
A qualidade de qualquer corante fluorescente depende de três fatores:
1. Coeficiente de absorção (ε): quantidade de energia luminosa que a molécula absorve.

2. Rendimento quântico (QY): fração da energia luminosa absorvida que é emitida como fluorescência, e não 
desviada para outros processos, como estado tripleto, fosforescência ou relaxamento vibracional.

3. Fotoestabilidade: estabilidade química da molécula no estado excitado.

➢ O brilho de um fluoróforo é o produto do coeficiente de absorção pelo rendimento quântico.



Como escolher o microscópio
para minha pesquisa?

Tipo de 
Amostra

>400nmFixada

Não 
Fixada

DM6
Operetta

Confocal 
SP8

STED

DM6

Operetta
Confocal

SP8



Como realizar um experimento quantitativo usando a microscopia de 
fluorescência?

Pergunta Científica ou 
Experimental

Planejamento Experimental

Aquisição da Imagem 

Processamento e Análise

Preparação da Amostra

https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B15

https://www.nature.com/articles/s41467-025-66198-6



Como realizar um experimento quantitativo usando a microscopia de 
fluorescência?

Pergunta Científica ou 
Experimental

Planejamento Experimental

Aquisição da Imagem 

Processamento e Análise

Preparação da Amostra

- Qual minha pergunta?
- O que eu quero quantificar?
- São objetos ou é intensidade de fluorescência?
- A pergunta que eu estou fazendo pode ser respondida usando 

microscopia?

https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B15

Exemplo:
Existem diferenças estruturais e composicionais detectáveis em 3D nas 
ilhotas pancreáticas humanas que expliquem por que algumas ilhotas 
são perdidas preferencialmente no diabetes tipo 1?

O que eu quero quantificar?
No paper, os autores não querem apenas “ver” — eles querem medir. Especificamente:
• Número total de ilhotas por volume de tecido
• Tamanho/volume das ilhotas (pequenas, médias, grandes)
• Composição celular das ilhotas, por exemplo:

• Proporção de células β (INS+)
• Proporção de células α (GCG+)

• Distribuição espacial das ilhotas ao longo do pâncreas
• Perda diferencial de subpopulações de ilhotas em indivíduos com T1D

Ou seja, o output final são parâmetros morfológicos e quantitativos em 3D, não 
apenas presença/ausência de sinal.

https://www.nature.com/articles/s41467-025-66198-6



Como realizar um experimento quantitativo usando a microscopia de 
fluorescência?

Pergunta Científica ou 
Experimental

Planejamento Experimental

- Seleção das regiões de interesse
- Estabelecimento da ordem de trabalho
- Avaliar o N experimental
- É possível fazer o experimento “as cegas”?
- Colaborações

Aquisição da Imagem 

Processamento e Análise

Preparação da Amostra

https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B15

Assunto do próximo encontro!



Planejamento Experimental

https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B15

Como isso aparece no trabalho do exemplo?
O objeto de interesse não é uma célula isolada, mas
ilhotas pancreáticas distribuídas ao longo de um órgão
inteiro.
Portanto, a ROI não é um campo microscópico arbitrário, e
sim:

• Grandes volumes do pâncreas
• Diferentes regiões anatômicas do órgão (cabeça,

corpo, cauda)

Decisão experimental implícita:
Os autores evitam viés de amostragem ao:

•Trabalhar com volumes extensos de tecido
•Não selecionar apenas “regiões bonitas” ou ricas em
ilhotas
•Usar reconstrução 3D para detectar todas as ilhotas
dentro do volume analisado
Aqui a ROI é definida pela biologia da pergunta, não pela
conveniência do microscópio.

No paper, existem vários “Ns”:
• N biológico primário:

• Número de doadores humanos por grupo (controle, GADA+, T1D)
• N de órgãos:

• Quantos pâncreas foram analisados
• N de objetos:

• Número de ilhotas analisadas por pâncreas (centenas a milhares)
Ponto crítico:

Ilhotas NÃO são réplicas biológicas independentes
O verdadeiro N estatístico é o número de doadores, não o número de 
ilhotas.



Como realizar um experimento quantitativo usando a microscopia de 
fluorescência?

Pergunta Científica ou 
Experimental

Planejamento Experimental

CONTROLES
- Checar autofluorescência usando uma amostra não 

marcada;
- Em Imunos fazer o controle sem primário;
- Reduzir ou levar em conta o sinal de vazamento entre 

canais;

ANTES E DURANTE A AQUISIÇÃO
- Confirmar o alinhamento do microscópio;
- Escolher a objetiva apropriada;
- Monitorar a intensidade da lâmpada ou laser;
- Checagem dobrada nos parâmetros de aquisição;
- Ajustar o colar para seu tipo de porta amostra e meio de 

montagem (placa, lamínula, água, tampão, meio...)

Aquisição da Imagem 

Processamento e Análise

Preparação da Amostra

https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B15

Waters, 2009; Schneckenburger et al., 2012; Cole, 2014; Dailey et al., 2014; Icha et al., 2017

https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B29
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B22
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B22
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B22
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B4
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B8
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B8
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B8
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B10
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B10
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B10


INTERVALO
15 MINUTOS 



Como realizar um experimento quantitativo usando a microscopia de 
fluorescência?

Pergunta Científica ou 
Experimental

Planejamento Experimental

QUALIDADE DA IMAGEM
- EVITAR saturação;
- Adquirir imagens com pixel e tempo suficientemente pequenos para 

capturar toda a informação real da amostra (Critério de Shannon–
Nyquist)

Aumentar o sinal por meio de:
• usar fluoróforos brilhantes e estáveis
• escolher uma objetiva com alta abertura numérica (NA)
• aumentar a intensidade de luz (mas atenção ao fotobranqueamento e 

à fototoxicidade)
• escolher conjuntos de filtros ideais
• casar/compatibilizar os índices de refração
• usar a objetiva com a menor magnificação possível

Aquisição da Imagem 

Processamento e Análise

Preparação da Amostra

https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B15

Waters, 2009; Schneckenburger et al., 2012; Cole, 2014; Dailey et al., 2014; Icha et al., 2017

https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B29
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B22
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B22
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B22
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B4
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B8
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B8
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B8
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B10
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B10
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B10


Qualidade da Imagem

https://doi.org/10.1242/jcs.03433

https://doi.org/10.1242/jcs.03433


Qualidade da Imagem

https://doi.org/10.1242/jcs.03433

https://doi.org/10.1242/jcs.03433


Qualidade da Imagem

https://doi.org/10.1242/jcs.03433

https://doi.org/10.1242/jcs.03433


Qualidade da Imagem

https://doi.org/10.1242/jcs.03433

https://doi.org/10.1242/jcs.03433


Qualidade da Imagem

https://doi.org/10.1242/jcs.03433

https://doi.org/10.1242/jcs.03433


Como realizar um experimento quantitativo usando a microscopia de 
fluorescência?

Pergunta Científica ou 
Experimental

Planejamento Experimental

QUALIDADE DA IMAGEM

Reduzir o ruído por meio de:
• Usar meio de cultura celular sem vermelho de fenol ou riboflavina
diminuir o ganho do detector
• Eliminar luz ambiente
• Fazer média de quadros (frame averaging) em microscopia confocal 

de varredura a laser

Aquisição da Imagem 

Processamento e Análise

Preparação da Amostra

https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B15

Waters, 2009; Schneckenburger et al., 2012; Cole, 2014; Dailey et al., 2014; Icha et al., 2017

https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B29
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B22
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B22
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B22
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B4
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B8
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B8
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B8
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B10
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B10
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B10


Como realizar um experimento quantitativo usando a microscopia de 
fluorescência?

Pergunta Científica ou 
Experimental

Planejamento Experimental

CONSISTÊNCIA DA AQUISIÇÃO
- Monitorar os fatores ambientais (CO2, temperatura, pH, humidade 

etc);
- Manter os parâmetros de Z, intensidade, preparação da amostra 

entre as sessões de imagem.
Aquisição da Imagem 

Processamento e Análise

Preparação da Amostra

https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B15

Waters, 2009; Schneckenburger et al., 2012; Cole, 2014; Dailey et al., 2014; Icha et al., 2017

https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B29
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B22
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B22
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B22
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B4
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B8
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B8
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B8
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B10
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B10
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B10


Microscopia Automatizada - High Content Screening
Ensaios multiparamétricos em larga escala baseados em imagens celulares

Identificação 
de alvos

Multiplex Apoptose Mobilidade Ciclo celular

Intensidade 
de 

fluorescência

Múltiplos 
compostos

Viabilidade

Análise de 
estruturas

Análise de área

Análises de 
translocações

Gerar dados quantitativos e qualitativosAvaliar a atividade biológica de muitos 
compostos (simples ou combinados)

Aplicações:



Conceitos básicos para o desenho experimental - HCS

Estatísticas 
(Z’)

Escolha do modelo 
celular (linhagens, 

primárias, 3D)

Controles (positivo, 
negativo), dose-

resposta

Número fields, 
objetiva, z-

stack

Células 
fixadas vs

vivas
Linhagens exemplos: 

• HeLa
• U2OS
• NIH 3T3
• HepG2
• MCF-7

Ctrl Positivo:
• Dose máxima de um composto conhecido
• Ação citopática do patógeno estudado
• Estresse celular (H₂O₂)

Ctrl negativo:
• Veículo (ex.: DMSO)
• Células não tratadas
• Ausência de estímulo
• Mock infection
• Composto inativo
• Poços sem células



Ensaio de HCS ideal

Ctrl (-) Ctrl (+)

Créditos: Dra. Jacqueline F. Shimizu. Células Vero infectadas marcadas com Hoechst. Operetta-HTS, Obj 10x, field central.

Homogeneidade 
entre poços

Homogeneidade 
intra-poço

Separação entre 
controles

>3000 ≤150



Resumo: Desenho experimental passo – a – passo 

https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B15

Waters, 2009; Schneckenburger et al., 2012; Cole, 2014; Dailey et al., 2014; Icha et al., 2017

1 – Pergunta 
Científica 

2- Escolha do 
Equipamento 

Ideal

3-Planejamento 
Experimental

4-Preparo da 
Amostra

5-Aquisição das 
Imagens

6-Processamento 
e Análise

https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B29
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B22
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B22
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B22
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B4
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B8
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B8
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B8
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B10
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B10
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B10
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