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Para avaliar o estado de diferenciagao celular, um recurso util € a imunomarcagéo de antigenos marcadores
especificos da diferenciagédo. A célula Caco-2 (adenocarcinoma de c6lon humano), como outras linhagens
enterociticas, expressa a proteina vilina. Ao sofrer diferenciacdo e polarizagéo in vitro, surgem na célula
Caco-2 microvilosidades apicais e jungdes oclusivas (tight junctions) e nelas encontramos, respectivamente,
hidrolases (como sucrase-isomaltase e dipeptidil-peptidase 1V) e proteina ZO-1.

Com base nessas informacdes, responda as questdes a seguir:

a) Cite os anticorpos que sdo indicados para caracterizar a plena diferenciacdo da célula. (3.0 pontos)

b) Indique a técnica adequada para revelar a localizagdo dos marcadores de diferenciag&o. (3.0 pontos)

c) Considerando as proteinas referidas no enunciado, indigue o melhor marcador para caracterizar a
origem da linhagem celular Caco-2. (3,0 pontos)

02|

A cultura de uma linhagem celular apresentou confirmag&o de contaminag&o crénica por micoplasma.
Com base nessa informacgéo, responda as questdes a seguir:

a) Indique um aspecto da cultura que contribuiu para esse diagnéstico. (2.0 pontos)

b) Indique os 02 (dois) testes principais utilizados para verificar esse tipo de contaminagéo. (3,0 ponto)

c) Indique a periodicidade minima recomendada para monitorar uma cultura quanto a contaminag¢ao por
micoplasma. (2,0 pontos)

d) Indique um antibiético da classe das fluoroquinolonas utilizado para descontaminagdo de culturas
contaminadas por micoplasma. (2.0 pontos)
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Um pesquisador recebeu duas placas de culturas de células, uma delas com uma linhagem continua e outra
com uma cultura primaria, e precisa que essas células sejam congeladas.

Com base nessas informacdes, responda as questdes a seguir:
a) Indique o numero maximo de passagens recomendado para o congelamento de culturas primarias. (2,0 pontos)

b) Cite 02 (dois) cuidados necessarios antes do congelamento de linhagens celulares primarias e
continuas para garantir a identidade das amostras congeladas. (2.0 pontos)

c) Cite o composto crioprotetor utilizado no congelamento de suspensdes celulares que apresenta agéo
mais eficiente. (2,0 pontos)

d) Indique 02 (dois) efeitos que o composto mencionado no item c pode produzir, requerendo sua rapida
eliminacao apés descongelamento. (3.0 pontos)
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Uma linhagem celular continua aderente de comportamento padrdo sera cultivada para um estudo de
proteinas de superficie.

Com base nessa informacgéao, responda as questdes a seguir:

a) Indique o método de dissociagdo utilizado para a maioria das linhagens, que deve ser empregado na
fase de ampliacao da cultura. (3.0 pontos)

b) Indique o método de dissociagdo mais conveniente para o preparo das células no momento do ensaio
experimental. (2.0 pontos)

¢) Indique a relagao volume do meio / area de superficie da cultura recomendada para garantir uma troca
adequada de gases. (2.0 pontos)

d) Ao observar um aumento de pH do meio, indique 02 (duas) possiveis causas. (3.0 pontos)
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Um novo farmaco com propriedades microbicidas, chamado XTC-2830, foi desenvolvido em um laboratério.
O composto é soluvel em etanol (20 mg de XTC-2830/ml de etanol).

Com base nessas informacdes, ao determinar a citotoxicidade de XTC-2830 a 20 ug/ml (diluicdo 1/1000 em
meio de cultura) em monocamadas celulares, responda as questdes a seguir:

a) Indique o que deve ser adicionado ao grupo controle. (3.0 pontos)

b) Um dos testes que o técnico precisa utilizar € o Vermelho Neutro. Explique o fundamento deste teste.
(3.0 pontos)

c) Em outro teste, que é baseado em citometria de fluxo, as células em monocamada precisam estar em
suspensdo. Indique o erro de procedimento que pode subestimar o nimero de células mortas,

justificando sua resposta. (3.0 pontos)
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