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Ejercicio 2 - Fase de oposicion

10 de noviembre 2023




En el estudio de un nuevo farmaco F se utilizan ratas Wistar macho de 6 meses de edad, de las
gue se toman diferentes muestras.

Apartado 1: Determinacion de malondialdehido en muestra tisular tras homogeneizacion

Muestra: segmento de aorta toracica
Técnica: ELISA

- La muestra de arteria se incuba en 2 mL de tampodn M:

Prepare 50 mL de tampén M
Composicion del tampdn: NaCl (100 mM), KCI (4 mM), NaHCOs (25 mM), Naz504 (2.1 mM)
Pm. H=1, C=14, 0=16, CI=35.5, Na=23, K=39.1, 5=32.1

Condiciones de incubacién: 37 °C durante 15 min, con la concentracion correspondiente del
farmace F.

- Férmaco F:

Prepare 3 muestras con las siguientes concentraciones de farmaco: 100 uM; 50 pM y O pM
Pm: 137.5

Afiadir 20 pL de farmaco o de tampén (en el caso de la muestra control).

- Determinacién de malondialdehido mediante técnica de ELISA:

{ a absorbancia determinada a 450 nm en cada muestra fue:

muestra 100 uM = 0.053
muestra 50 uM = 0.228
muestra 0 pM = 0.594

Curva estandar gue sigue el patron de una linea recta:

Concentracion de malondialdehido {(umaol/L) | Absorbancia
1 0.028
5 0.057
10 0.099
25 0.208
50 ' 0.425

Calcule la concentracion de malondialdehido en cada muestra, asi como el porcentaje de
inhibicién obtenido por cada una de las concentraciones del farmaco F.



Apartado 2: Estudio de la apertura del poro de transicion de permeabilidad mitocondrial

{PTPm) en linfocitos

Muestra: sangre periférica

Técnica: citometria de flujo

Fluorocromo: Calceina-AM

CoCly: sustancia de apantallamiento de la fluerescencia emitida por el fluorocromo
lonomicina: sustancia inductora de la apertura del poro al permitir la entrada de exceso de Ca®*
Situaciones del estudio:

Volumen: 1 mL

Tubo 1: muestra +calceina-AM

Tubo 2: muestra + calceina-M + Co Cl;

Tubo 3: muestra + calceina-M + Co Cl; + lcnomicina

Tubo 4: muestra

El diagrama bidimensional de cualquiera de estos tubos tras la adquisicion es:
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Represente el diagrama de flujo del proceso de preparacion de la muestra a afadir en las
situaciones. Explique el desarrollo/caracteristicas principales de cada etapa incluyendo
reactivos, tampones a utilizar y condiciones esenciales/criticas para el proceso.



Apartado 3: Realizacidn de cultivo de neurgnas corticales

Muestra: cerebro completo

Técnica: cultivo celular

Soporte: placa d;a Petri de 100 mm de didmetro
Densidad celular: 3.10° células

Represente el diagrama de flujo del proceso. Explique el desarrollo/caracteristicas principales
de cada etapa, incluyendo reactivos, tampones a utilizar y condiciones esenciales/criticas para
el proceso.

Apartado 4: Deteccidn de la proteina Catalasa

Muestra: cultivo de neuronas corticales
Técnica: western blot condiciones desnaturalizantes/reductoras

Condiciones de incubacién: 37 °C, 5% CO; en atmésfera himeda durante 4 horas, con la
concentracién correspondiente de farmaco F {100 uM; 50 pM y O uM)

Anticuerpo primario: anticuerpo monoclonal frente a Catalasa producido en conejo

Anticuerpo secundario: anticuerpo anti-lgG de conejo conjugado a fosfatasa alcalina producido
en cabra

Represente el diagrama de flujo del proceso tras la incubacion. Expligue el
desarrollo/caracteristicas principales de cada etapa, incluyendo reactivos, tampones a utilizar
y condiciones esenciales/criticas para el proceso.



