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Expectativas de Respostas

Bidlogo

Questao 01

O potencial de repouso da membrana plasmatica é estabelecido pela distribuicdo desigual de
cargas elétricas através da membrana. Isto se da& por meio da presenca de diferentes
concentracdes de ions Na*, K" e CI" dentro e fora da célula no estado de equilibrio eletroquimico
entre o meio intracelular e extracelular.

Fatores que o determina: (1) ATPase Na'/K" (ou Bomba de Na'/K"); (2) Presenca de canais
idnicos seletivos para os fons Na', K* e CI" com diferentes permeabilidades para cada um dos
trés jons; (3) Diferentes concentracdes de Na*, K* e CI' no meio intra e extracelular.

Questao 02

1. Etapa de Desnaturacdo: é a etapa onde ocorre a desnaturacdo do DNA, (isto é, a abertura
da fita dupla do DNA) por efeito do aumento de temperatura em torno de 95°C. Sua duracgéo
€ de 20 a 30 segundos.

2. Etapa de Anelamento: € a etapa onde ocorre a hibridacdo dos primers diretos e reversos
presentes na reacdo, com as sequéncias complementares da extremidade da regido do DNA
a ser amplificada. Isto se d& por uma reducédo da temperatura da reacao até 50°C a 65°C por
20 a 40 segundos.

3. Etapa de Extensdo: é a etapa onde ocorre a sintese de cada uma das fitas complementares
do DNA a partir dos primers presentes na reacdo, da enzima Taq polimerase, de ions Mg2+ e
dos desoxi-nucleotideos trifosfato (ATP, CTP, GTP e TTP). Esta etapa ocorre a uma
temperatura em torno de 72°C durante aproximadamente 60 segundos.

Questdo 03
(quaisquer cinco das respostas listadas abaixo)

1. Bloqueio da atividade de peroxidase ou fosfatase endégena com o uso de peroxido de
hidrogénio ou levamisol. Esta etapa tem como objetivo reduzir coloracéo inespecifica devido
a atividade das enzimas peroxidase ou fosfatase alcalina endégenas presentes no tecido.

2. Bloqueio antigénico: uso de leite desnatado ou albumina para bloquear sitios antigénicos
presentes no tecido. Esta etapa tem como objetivo reduzir a marcac¢ao inespecifica do
anticorpo primario no tecido.

3. Recuperacédo antigénica: Tratamento do tecido com enzimas proteoliticas ou aguecimento do
tecido em solucdo tamponada com o objetivo expor os sitios antigénicos de interesse
inacessiveis ao anticorpo primario.

4. Incubacdo com anticorpo priméario: ligacdo do anticorpo primario nos locais do tecido onde o
antigeno de interesse se encontra.

5. Incubacao com anticorpo secundario: ligacado do anticorpo secundario biotinilado ou do
anticorpo secundario conjugado a enzimas (peroxidase ou fosfatase) ao anticorpo primario
utilizado na etapa anterior.

6. Incubacdo com o Complexo Avidina-Biotina: ligacdo da proteina avidina com a biotina
presente no anticorpo secundario e com a enzima a ser utilizada na etapa de revelagéo.

7. Revelacao: deteccao da localizacédo indireta do antigeno através da atividade enzimatica
(peroxidase ou fosfatase) catalisada na reagdo com um cromoégeno (p.ex. DAB).




Questao 04
(quaisquer duas das respostas listadas abaixo)

1. Isolamento do gene de interesse (insulina): obtencdo do fragmento de DNA correspondente
ao gene que se pretende clonar. Pode ser feito através de diferentes procedimentos como
por exemplo: PCR ou biblioteca de cDNA.

2. Clonagem do gene em sitio de restricdo: digestao do plasmidio e do fragmento de DNA a ser
clonado com a mesma enzima de restricdo; incubacao do plasmidio linearizado com o
fragmento contendo as extremidades digeridas; reacdo com a enzima DNA ligase para
ligacdo das extremidades.

3. Transformacdao bacteriana: Introducdo do plasmidio contendo o gene de interesse dentro da
bactéria para a sua replicacdo. Incubacéo deste plasmidio com bactérias previamente
tornadas competentes. Incubacdo com CacCl,; choque térmico ou eletroporacéao;
plagueamento das bactérias em meio sdlido para verificagdo da transformacéo.

4. Ligacdo do fragmento clonado: Incubacado do plasmidio digerido por enzima de restricao
(plasmidio linearizado) com o fragmento do gene de interesse, seguido da reacdo com a
enzima DNA ligase para ligacdo das extremidades da fitas de DNA.

5. Crescimento bacteriano: Procedimento de multiplicacdo das bactérias em meio liquido a
37°C por 12h para a expressédo da proteina de interesse ou replicagdo dos plasmidios.



