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PROVA DE MESTRADO PARA INGRESSO NO PROGRAMA DE P6S GRADUAGAO EM
BIOCIENCIAS E BIOTECNOLOGIA - INSTITUTO CARLOS CHAGAS - FIOCRUZ/PR

ATENCAO: Instrugdes para realizagdo da prova de mestrado

1. Confira se este caderno de provas corresponde a categoria/area (cabecgalho desta pagina)
para o qual vocé se candidatou.
2. Confira os dados impressos no cartdo de respostas. Quaisquer problemas deverao ser
comunicados ao fiscal de sala, para registro em ata.
3. Assine o cartdo de respostas. Vocé devera informar seu numero de inscrigao de forma
legivel no cartédo resposta utilizando caneta esferografica azul ou preta.
4. Verifique se este caderno de prova contém 20 questdes objetivas, 9 questdes discursivas e
3 artigos cientificos. Nao seréo consideradas reclamacgdes posteriores ao término da prova
5. A prova de mestrado contém questdes objetivas e discursivas. Vocé devera responder as
20 questdes objetivas e 3 questdes discursivas.
6. Cada questao da prova constitui-se de cinco alternativas, identificadas pelas letras A, B, C,
D e E, das quais apenas uma sera a resposta correta.
7. O cartao de respostas ndo sera substituido em hipétese alguma; portanto, evite rasuras.
8. Todas as respostas s6 serdo consideradas se estiverem respondidas com caneta
esferografica azul ou preta.
9. Esta prova é individual. E vedada qualquer comunicagdo ou troca de material impresso
entre os presentes, consulta a material bibliografico, cadernos, anotagdes equipamentos
eletrénicos ou outro de qualquer espécie.
10. Vocé tera 4 horas para responder as questdes, incluido o tempo para preenchimento do
cartao de respostas.
11. O candidato somente podera entregar a prova e sair da sala apés 1 (uma) hora de seu
inicio.
12. Os (3) trés ultimos candidatos somente poderéao se retirar da sala de prova
simultaneamente e devem fazé-lo apds a assinatura da ata de sala.
13. Ao concluir a prova, entregue ao fiscal de sala tanto o cartdo de respostas quanto o
caderno de provas.

QUESTOES OBJETIVAS: 70 PONTOS (3.5 CADA)

1. A conformagao final de uma determinada proteina em meio aquoso, como o encontrado
no interior das células, é determinada por diversos fatores. Com base em seus
conhecimentos sobre estrutura e enovelamento de proteinas, considere as afirmagdes a
seguir:

l. As proteinas se enovelam na conformacgéo de maior energia;

Il. A distribuicdo de aminoacidos polares e apolares na estrutura primaria de uma
proteina contribui de forma importante para o enovelamento e determinacdo da sua
conformacéo final;

Il. A conformacéo final de uma proteina é determinada pela agéo conjunta de ligagdes
covalentes e ligacdes n&o covalentes;
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V. Sao exemplos de ligagbes ndo covalentes as pontes dissulfeto, ligacdes idnicas,
atracOes eletrostaticas e atragcdes de van der Waals;

V. Proteinas denominadas chaperonas ligam-se as cadeias polipeptidicas parcialmente
enoveladas e conduzem o processo de enovelamento pela via mais favoravel
energeticamente. Na presenca de chaperonas, a sequéncia de aminoacidos torna-se
irrelevante para a conformacéo tridimensional da proteina.

VI. Ligagbes ndo covalentes, individualmente, sdo 30 a 300 vezes mais fracas que
ligacdes covalentes tipicas. Entretanto, muitas ligagdes nao covalentes em paralelo podem
manter duas regiées de uma cadeia polipeptidica fortemente unidas.

Das afirmativas acima, estao corretas, apenas:

a. LI eVl

b. L1, 1, VeVl

c. I IlleVl

d. 1L VeVl

e. LILILIV,VeVl

2. Proteinas consistem em uma cadeia nao ramificada de aminoacidos, unidos
covalentemente entre si através de ligagées peptidicas. A sequéncia de aminoacidos de
uma proteina conhecida como sua estrutura primaria e os 20 aminoacidos mais comuns
sdo agrupados de acordo com a caracteristica de suas cadeias laterais, as quais podem ser
acidas, basicas, polares nado carregadas ou apolares. Em meio aquoso, como o encontrado
no interior das células, a distribuicio de aminoacidos polares e apolares na estrutura
primaria de uma proteina contribui para o enovelamento e determinagao da sua
conformacgao final, conforme ilustrado de maneira simplificada na figura abaixo.
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Polipeptideo nao enovelado

\ / O\ /

Cadeias laterais Cadeias Cadeia principal
apolares laterais polares 11 polipeptidica

=
Z

Face externa

Conformacao enovelada em um ambiente aquoso

Com base nessa informagdo e em seus conhecimentos sobre estrutura de proteinas e seu
enovelamento em meio aquoso, classifique as afirmagbes a seguir como verdadeiras (V) ou falsas

(F).

( ) Cadeias laterais polares na superficie externa da proteina podem formar ligagbes de
hidrogénio com a agua.

() Aminoacidos de cadeias laterais hidrofobicas tendem a se agrupar no interior da molécula
proteica.

( ) Forgas hidrofobicas mantém aminoacidos apolares agrupados no interior da molécula proteica,
através da formacgao de liga¢des covalentes entre suas cadeias laterais.

( ) Fenilalanina, leucina, valina e triptofano normalmente se localizam na superficie externa das
proteinas.

( ) Arginina e glutamina possuem cadeia lateral basica e polar ndo carregada, respectivamente, e
ambas tendem a se posicionar na superficie externa da molécula proteica.

Apos classificagdo, assinale a alternativa que indica a sequéncia correta:
a. V,V,F,F,V

b. V,F,V,F,F
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c. F,V,F,F,V

d FV,V,V,F

e. VF,F,V,V

3. Em relagdao ao modelo classico de eventos no sitio ativo da Lisozima, é correto afirmar

que:

Glu 35

a. 1indica uma catalise acida.

b. 2 indica uma catalise basica.

Asp 52

c. Em 3, a cadeia lateral de Asp 52 esta protonada.

d. Em 4, a cadeia lateral de Glu 35 esta desprotonada.

e. Todas as respostas estéo erradas.

4. A década de 1950 foi marcada por uma corrida acirrada para desvendar a correta
estrutura do DNA. Abaixo segue um fragmento do artigo publicado por Watson e Crick em

1953 cujas descobertas Ihes renderam o Prémio Nobel:

“A structure for nucleic acid has already been proposed by Pauling and Corey...Their model
consists of three inter-twined chains, with the phosphates near to the fiber axis, and the
bases on the outside. In our opinion, this structure is unsatisfactory...” Watson J., Crick F.

Molecular structure of nucleic acids. Nature, 4356(171):737-8, 1953.

Sobre a estrutura da molécula de DNA proposta por Watson e Crick e as implicagées

decorrentes dela marque as afirmagées como verdadeiras ou falsas:
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() A molécula de DNA ¢ formada por uma dupla hélice orientada em volta de um eixo com os
grupos fosfatos voltados para fora e as bases nitrogenadas voltadas para dentro da estrutura.

( ) O DNA é um polimero de nucleotideos compostos por uma pentose, um grupo fosfato e uma
base nitrogenada que pode ser de quatro tipos distintos

() O correto pareamento entre as bases nitrogenadas ocorre entre A e G (purinas) e entre T e C
(pirimidinas).

() A dupla-fita de DNA é unida por interacdes fortes, do tipo covalente, entre as bases
nitrogenadas das duas fitas.

( ) O pareamento entre as bases nitrogenadas permite uma replicacdo da molécula de DNA semi-
conservativa, onde uma fita serve de molde para a nova fita a ser sintetizada.

( ) A adigdo de um novo nucleotideo a uma cadeia crescente de DNA ocorre sempre no grupo
fosfato 3’ gerando um sentido de sintese 3'->5’.

A sequéncia correta de preenchimento dos parénteses, de cima para baixo, é:

a. VVFVFF
b. VFVFFV
c. VVFVVF
d. VVFFVF
e. FVFFVWV

5. O coddigo das histonas foi proposto no ano 2000, e se refere as diversas modificagoes
que as histonas estdo sujeitas e como elas podem atuar, em conjunto, ou isoladamente,
resultando na ativagdo ou inativagdo de um determinado processo bioldgico. Considere
algumas das modificagées encontradas na histona H4 representadas abaixo (A-acetilagao;
M-Metilagdo). Com base nessas modificagoes, & correto afirmar:

v O
@ A A A A A D ..
ominio
N-SGRGKGGKGLGKGGAKRHRKVLR

l. As quatro lisinas acetiladas sugerem transcricdo génica ativa, pois as acetilacbes
neutralizam as cargas positivas das lisinas (K), diminuindo a interagdo com o DNA,
tornando-o mais frouxo e acessivel.

Il. Em duas lisinas ocorrem metilagbes e acetilacbes ao mesmo tempo, o que
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desencadearia dois processos biolégicos simultaneos.

Il. Nenhuma modificagdo ocorre dentro do dominio globular (dominio dobra de histonas),
pois as modificagbes estéo restritas as por¢gdes N-terminais (N-), que estdo expostas fora do
nucleossomo

V. As modificagbes pbs-traducionais sdo extremamente dindmicas, podendo ser
adicionadas e removidas rapidamente por enzimas. Sendo assim, diferentes combinag¢des
das acetilacbes e metilacbes representadas acima, poderiam resultar em processos
diferentes.

Das afirmativas acima, estao corretas, apenas:

a. Todas as alternativas estio corretas.

b.lelV.
c.l,ilelV.
d.llelV

e. todas as alternativas estao incorretas
6. Mutagcées na molécula de DNA tem papel importante na evolugao das
espécies. Contudo, a sobrevivéncia de um individuo requer estabilidade do seu genoma.
Para tanto, as células possuem mecanismos para corrigir alteragées eventuais na molécula
de DNA. Sobre esse assunto, analise as afirmag¢ées a seguir.

I) As taxas de mutacao sdo extremamente baixas.

[I) Mutagdes séo deletérias e sédo eliminadas pela selegéo natural.

[II) Mutagbes geram variagdes no conjunto de genes da populagao.

IV) As mutagdes ndo podem ser espontdneas, mas apenas causadas por fatores
mutagénicos, tais como agentes quimicos e fisicos.

V) A substituicdo de uma base nitrogenada no DNA pode n&do causar nenhuma alteragéo na
proteina produzida pela célula.

Assinale a alternativa que contém todas as afirmativas corretas:

a. l,llell
b.l,llleV
c.l,IVeV
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d. I, VeV
e.ll,llleV

7. Sabe-se que a replicagao do DNA é semiconservativa. Com base nesse mecanismo de
replicagao, assinale com V (verdadeiro) ou F (falso) as afirmagoes abaixo.

() O DNA original atua como molde, e cada novo DNA possui uma fita antiga e outra nova.
() Os quatro ribonucleosideos trifosfatados, dATP, dGTP, dCTP e dUTP, devem estar presentes.

() A forquilha de replicagéo é assimétrica no sentido de que a polimerizacdo de uma das fitas
ocorre na diregao 5 para 3’, enquanto que a polimerizacao da outra fita ocorre na diregdo 3’ para
5.

() O DNA deve ser desnaturado (desenrolado) pela agdo da DNA primase para tornar-se
acessivel ao pareamento das novas bases.

() A enzima DNA polimerase adiciona nucleotideos novos de acordo com o molde de DNA.

( ) Em células eucaritticas, a replicagdo do DNA ocorre na fase S do ciclo celular, porém
diferentes regides de um mesmo cromossomo se replicam em diferentes tempos na fase S.

A sequéncia correta de preenchimento dos parénteses, de cima para baixo, é:
a.V,V,V,F,F,V
b.F,V,F,F,V,V

.F,F,F,V,V,V

(9]

o

V,F,F,V,F,V

D

.V,F,F,F,V,V
8. Sobre a recombinagao genética podemos afirmar:

I) A recombinagdo geral, também conhecida como recombinacido homéloga, é essencial
para a correta segregacado cromossOmica durante a meiose e € um fator de variabilidade
genética.

II) Durante o crossing-over ha troca de material entre sequencias localizadas em
cromossomos homoélogos.

[I1) Durante a replicagao geralmente ocorre quebras das fitas de DNA e ha a necessidade da
busca por sequéncias homélogas para reparo.
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IV) Os transposons e retrotransposons s&do importantes elementos de recombinacgéo sitio-
especifica.

A(s) alternativa(s) correta(s) é (sao):

a. LI lelV
b.lllelV

c. i

d.lelV

e.l

9. Assinale com V (verdadeiro) ou F (falso) as afirmagdes abaixo.

( ) O ribossomo possui trés sitios utilizados durante a sintese proteica: o sitio A que faz referéncia
ao AMP ciclico, o sitio P que faz referéncia a Ponte e o sitio E que faz referéncia a “Exit” ou saida
dos tRNAs.

( ) A cadeia crescente do RNA é estendida pela RNA polimerase na diregao 3’ para 5’.

() No ribossomo, o mRNA é traduzido no sentido 5’->3’ e os tRNAs carregam os aminoacidos
que serdo unidos por ligagdes peptidicas para formar as proteinas.

( ) Na transcricdo dos procariotos, varios genes podem possuir 0 mesmo promotor, sendo
transcritos em um mesmo RNA mensageiro por varias classes de RNA polimerases atuando
conjuntamente.

A sequéncia correta de preenchimento dos parénteses, de cima para baixo, é:

a.F,V,F,F

b.F,F,V,F

c.V,F,V,F

dF,F VYV

e.F,F,F,V

10. Durante a divisdo celular, ocorre a separagao das cromatides irmas na transigao
da metafase para a anafase. Esta separacdo é regulada por um complexo

enzimatico conhecido como complexo promotor da anafase (APC). A esse respeito,
julgue as frases abaixo como verdadeiras (V) ou falsas (F):

il S lségina 8 de 20
M FIOCRUZ - PARANA  Ry,5 Prof, Algacyr Munhoz Mader, 3775 - CIC 81350-010 Curitiba/PR, Brasil

Instituto Carlos Chagas



Pés-Graduagdo

Biociéncias e Bictecnologia

() O APC funciona como uma quinase que promove a ativacao de proteases que clivam
o complexo de coesao das cromatides irmas;

() O APC funciona como uma ubiquitina-ligase que promove a degradacao de proteinas
mitéticas regulatérias;

() A ativacdo do APC depende de sua fosforilagao e da degradacgéo da proteina Cdc-20;

( ) A degradagao da proteino-fosfatase Cdc-20 aumenta a medida que a célula se
aproxima da mitose.

A opcéo que indica a sequéncia correta é:
A)F,V,V, F.

B)F,V,F, F.

C)V, F,F,V.

D)V, F,V,V

E) nenhuma das anteriores

11. Com base na figura abaixo, determine a ordem das seis etapas que a expressao génica
eucariotica pode ser regulada, enumerados nas caixas pretas:

NUCLEO CITOSOL -
5

mRNA inativo

Transcrito

_—
deRNA"__ _ mRNA M mRNA
3

- Proteina
5 inativa
Proteina
Proteina =

ativa ¢

1. Controle do transporte e da localizagdao do RNA

2. Controle transcricional
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3. Controle da degradacao do RN
4. Controle do processamento do RNA
5. Controle da atividade proteica
6. Controle da tradugao
Assinale a alternativa que apresenta a sequéncia correta desses eventos.
a.1-2-3-4-5-6
b.2-3-1-6-4-5
c.3-1-2-4-6-5
d2-4-1-6-3-5
e.1-2-3-5-4-6

12. A Figura abaixo representa mecanismos de regulagao génica por proteinas ativadoras e
repressoras e seus efetores (indutores ou co-repressores). Tendo em mente o mecanismo
de regulacao dos genes do Operon Lac bacteriano, e sabendo que um ativador e um
repressor, juntos, controlam os genes Jlac, assinale a opg¢do que representa este
mecanismo e seus principais efetores:
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(1) Regulacdo Negativa (2) Regulacdo Negativa
Operator
DNA .
[ T 1 Wi |

o
Promoter

a—repreisar

Indutor C
s e

Repressor _, ; Repressor 5, /M g

Inativado ﬁ: i Inativado  mRNA
(3) Regulacdo Positiva (4) Regulagdo Positiva

EMA polymerase
—_— —_—
| | Wi | I ] VI
Co-repressor AV 5S> 3
@ mRNA mRNA
1 l\ ¥ Indutor

Ativador Ativador
Inativado Inativado

a. 1e4,onde o indutor do repressor Lac é a alolactose, e o indutor do ativador CAP é o cAMP.

b. 1 e 3, onde o indutor do repressor Lac é a alolactose, e o co-repressor do ativador CAP é o
cAMP.

c. 2 e 3, onde o co-repressor do repressor Lac € o cAMP, e o co-repressor do ativador CAP ¢é a
alolactose.

d. 2 e 4, onde o co-repressor do repressor Lac € o cAMP, e o indutor do ativador CAP é a
alolactose.

e. 1 e 2, onde o indutor do repressor LAc € ao cAMP, e o co-repressor do ativador CAP ¢ a
alolactose

13. De modo sucinto, podemos afirmar que as proteinas desempenham fung¢ao estrutural e
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dindmica nas células e organismos. No aspecto estrutural podemos mencionar como
exemplos as proteinas que compdem o citoesqueleto, a matriz extracelular, os cilios e
flagelos. As fungdes dinamicas incluem, catalise/sintese, transporte, sinalizagao,
comunicacao célula-célula, etc... As diferentes proteinas sao codificadas por diferentes
genes, sendo formadas por diferentes sequencias de aminoacidos, conforme a fungiao que
desempenham. Sendo assim, embora compostas sempre pelos mesmos 20 aminoacidos,
proteinas apresentam diferentes massas moleculares, diferentes padrées de
hidrofobicidade e diferentes distribuic6es de cargas na superficie. As diferentes proteinas
sdo também expressas em diferentes niveis de acordo com o padrao de expressiao génica
do sistema, sendo que a expressao de uma dada proteina pode ser regulada por fatores
fisiologicos ou ambientais. As células e organismos sao entido formados por misturas
complexas de proteinas. Todavia, para determinagdo da atividade bioquimica de uma
proteina é necessario isola-lo do sistema e reconstituir sua atividade in vitro. Considerando
as propriedades fisico-quimicas das proteinas avalie se as afirmativas abaixo quanto a
purificagao de proteinas:

a. Uma dada proteina pode ser purificada de misturas complexas com alto grau de
homogeneidade através do uso de uma combinagdo de etapas de cromatografia liquida.
Propriedades especificas das proteinas como tamanho, carga e ligante especifico podem ser
utilizadas, respectivamente, para realizar cromatografia de troca idnica, gel-filtracdo (ou excluséo
molecular) e afinidade para purificar a proteina de interesse das demais.

b. Uma dada proteina pode ser purificada de misturas complexas com alto grau de
homogeneidade através do uso de uma combinacdo de etapas de cromatografia liquida.
Propriedades especificas das proteinas como tamanho, carga e ligante especifico podem ser
utilizadas, respectivamente, para realizar cromatografia de afinidade, troca i6nica e gel-filtragdo
(ou exclusao molecular) para purificar a proteina de interesse das demais.

c. Uma dada proteina pode ser purificada de misturas complexas com alto grau de
homogeneidade através do uso de uma combinagdo de etapas de cromatografia liquida.
Propriedades especificas das proteinas como tamanho, carga e ligante especifico podem ser
utilizadas, respectivamente, para realizar cromatografia de gel-filtragdo (ou exclusdo molecular),
troca idnica e afinidade para purificar a proteina de interesse das demais.

d. As alternativas a, b e ¢ estdo incorretas
e. As alternativas a, b e c estao corretas

14. Dentre as estratégias para se analisar a fungdo de genes essenciais, as que mais
contribuiram para o entendimento da fun¢cdo de novos genes envolvem a geragdo de
mutantes condicionais. Este tipo de estratégia foi utilizado inicialmente em organismos
unicelulares como Escherichia coli e Saccharomyces cerevisiae, que eram submetidos a
agentes mutagénicos e depois selecionados para fenoétipos especificos, sendo dois
exemplos os mutantes em genes de reparo de DNA e no caso de especifico de
Saccharomyces cerevisiae, mutantes que apresentavam defeitos no ciclo celular.
Subsequentemente, foram desenvolvidas técnicas para gerar organismos geneticamente
modificados tanto unicelulares como multicelulares, incluindo plantas e animais.
Considerando as modificagées genéticas que podem ser feitas avalie se as afirmagoes sédo
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(V) verdadeiras ou (F) falsas.

( ) Podem ser gerados organismos geneticamente modificados tanto para se inserir um gene
novo ou para fazer delegédo ou modificagdo de um gene ou segmento de DNA especifico.

( ) Modificagdes genéticas em um dado organismo podem ser feitas apenas através de
modificagbes no gene alvo, pois sdo os genes que modulam a sintese dos RNAs e das proteinas.

() Modificagbes genéticas podem ser feitas tanto diretamente no gene alvo como indiretamente
através de modificagbes que modulem a transcricdo do RNA codificado por este gene.

() Para organismos unicelulares haploides, a modificacdo de um gene que gere alteracdes
fenotipicas, permite uma correlagao direta dos fenétipos com a fungéo do respectivo gene.

() A modificagdo de um gene que gere alteragdes fenotipicas, permite uma correlagao direta dos
fendtipos com a funcédo do respectivo gene, independentemente do organismo ser dipléide ou
haploide.

A sequéncia correta de preenchimento dos parénteses, de cima para baixo, é:

a.V,F,V,V,F

b.F,V,F,V,V

c.V,F,V,V,V

dF,F,V,V,F

e. todas as alternativas estido incorretas

15. Uma célula animal tipica tem de 10 a 20 ym de didmetro, cerca de um quinto do tamanho
da menor particula visivel a olho nu. Somente depois que bons microscépios opticos
tornaram-se disponiveis no inicio do século XIX, Schleiden e Schwann propuseram que
todos os tecidos vegetais e animais sao agregados de células individuais. A sua
descoberta em 1838, conhecida como doutrina celular, marca o nascimento formal da
biologia celular.

Com base nos seu conhecimentos e informagoes contidas no capitulo 9, intitulado
“Visualizando células”, do livro Molecular Biology of the Cell" (6th ed. Alberts, B.; Johnson,
A.; Lewis, J.; Raff, M.; Roberts, K.; Walter, P.; New York: Garland Publishing; 2014, julgue
os itens a seguir como verdadeiros (V) ou falsos (F):

() Uma limitacdo fundamental de todos os microscopios € que um certo tipo de radiacdo néo
pode ser utilizado para examinar detalhes estruturais muito menores do que o seu proéprio
comprimento de onda.
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( ) Em microscopia 6tica, o limite de separacdo pelo qual dois objetos ainda podem ser vistos
como distintos, o assim chamado limite de resolugdo, depende tanto do tamanho da estrutura
observada quanto da abertura numérica do sistema de lentes utilizado.

( ) As microscopias de contraste de fase, de contraste de interferéncia diferencial e de campo
escuro tornaram possivel visualizar os movimentos envolvidos em processos como a mitose e a
migracéao celular.

( ) O baixo contraste alcangavel por microscopia de contraste de interferéncia diferencial
computadorizada tornou possivel visualizar até mesmo objetos muito pequenos como um
microtubulo isolado, que tem um didmetro de 0,025 pm, menor do que um décimo do
comprimento de onda da luz.

( ) Os corantes fluorescentes utilizados para corar células sdo detectados por um microscépio de
fluorescéncia. Este microscépio € semelhante a um microscépio éptico comum, exceto que a luz
utilizada para iluminagéo, originada de uma fonte muito potente, passa através de dois conjuntos
de filtros -um para filtrar a luz antes de ela atingir a amostra e um para filtrar a luz obtida a partir
da amostra.

A sequéncia correta de preenchimento dos parénteses, de cima para baixo, é:

a.V,F,F,F, F.

b.V,F,V,F,V.

c.F, V,F, V,F.

d.V,V,V,F, V.

e. nenhuma das anteriores

16. Para as analises na microscopia, a maioria das amostras de tecido é muito espessa
para que suas células individuais sejam examinadas diretamente a uma alta resolugiao. As
amostras precisam ser cortadas em fatias transparentes muito finas, ou secc¢oes.

Com base nos seu conhecimentos e informagdes contidas no capitulo 9, intitulado
“Visualizando células”, do livro Molecular Biology of the Cell" (6th ed. Alberts, B.; Johnson,
A.; Lewis, J.; Raff, M.; Roberts, K.; Walter, P.; New York: Garland Publishing; 2014,
determine a ordem dos eventos descritos para o correto processamento de amostras para
analise da microscopia 6ptica

1. Tradicionalmente, as sec¢des podem ser coradas com corantes organicos que tém alguma
afinidade especifica por determinados componentes subcelulares.

2. Os tecidos necessitam ser envolvidos em um meio de suporte antes de serem seccionados.
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Os meios comuns de emblocamento sdo ceras ou resinas.

3. Para imobilizar e preservar as células no tecido elas devem ser tratadas com um fixador.

4. O tecido pode ser prontamente seccionado com um micrétomo, uma maquina com uma
lamina afiada que funciona como um fatiador de carne.

Assinale a alternativa que apresenta a sequéncia correta desses eventos.

a)1-2-3-4.
b)3-2-4-1.
c)2-4-3-1.
d)y3-4-2-1.
e)1-2-4-3.

17. Sobre o uso de fluoréforos para identificagdo de alvos intracelulares, é correto afirmar:

| - moléculas fluorescentes podem absorver a luz em um comprimento de onda e emitir em
outro comprimento de onda mais longo do que o comprimento de onda de absorgao.

Il - A proteina verde fluorescente (GFP — green fluorecent protein) pode ser utilizada como
proteina reportadora para monitorar a expressdo génica por microscopia de fluorescéncia
apenas em organismos transgénicos onde a sequéncia codificadora do GFP estiver sobre o
controle do promotor do gene de interesse.

lll - é possivel acoplar fluoréforos a anticorpos, permitindo a detecgcado especifica de alvos
celulares.

IV-moléculas fluorescentes podem absorver a luz em um comprimento de onda e emitir em
outro comprimento de onda menor do que o comprimento de onda de absorgéo.

V - E possivel utilizar fluoréforos com mesmo comprimento de onda de emiss&o, como a
fluoresceina e a rodamina para avaliar diferentes alvos celulares na mesma célula.

Das afirmativas acima, estao corretas, apenas

A)lll e V.
B)II, V.
C)lelll.
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D)lell

E)lelV

18. Com relacao ao sistema imune, as afirmagdes abaixo podem ser consideradas
verdadeiras (V) ou falsas (F):

( ) A imunidade inata n&o requer exposi¢cdo prévia ao antigeno e esta presente desde o
nascimento.

( ) A primeira defesa do organismo a um dano tecidual é a resposta inflamatéria, um processo
biolégico complexo que envolve componentes vasculares, celulares e uma diversidade de
substancias soluveis, além de apresentar como sinais clinicos caracteristicos rubor, calor, edema,
dor e prejuizo funcional. A finalidade desse processo € remover o estimulo indutor da resposta e
iniciar a recuperacao tecidual local. Na inflamacao aguda, predominam elementos da resposta
imune inata e as principais células envolvidas sao os linfécitos B.

( ) Patégenos apresentam moléculas chaves especificas chamados de padrdes moleculares
associados aos patégenos (PAMPs) que séo reconhecidos pelos receptores de reconhecimento
de padrées (PRRs). Diferentes PRRs reagem com especificos PAMPs mostrando distintos
padroes de expressao e vias de sinalizagao ativas especificas, o que gera distintas respostas a
diferentes patégenos.

A sequéncia correta de preenchimento dos parénteses, de cima para baixo, é:
a.V,F, V.

b.V,F, F.

c.F,F,V.

d.V,V,F.

e. nenhuma das anteriores

19. Maria, uma jovem estudante, viajou durante as suas férias para uma praia no nordeste
brasileiro. Voltando das férias, Maria teve sintomas similar a uma gripe forte e aumento nos
ganglios linfaticos o que a levou a procurar auxilio médico. O médico desconfiou de uma
infecgcao causada por Toxoplasma gondii. Para confirmar esta suspeita, o médico solicitou
um exame, baseado em sorologia contra o toxoplasma. Caso a suspeita do médico esteja
correta, qual o mais provavel resultado do diagnéstico sorolégico?

Presenca de anticorpos IgE contra o Toxoplasma gondii

Presenca de anticorpos de IgG de alta afinidade contra o Toxoplasma gondii
Presenca de anticorpos IgD contra o Toxoplasma gondii

Presenca de anticorpos IgM contra o Toxoplasma gondii

Presenca de anticorpos IgT contra Toxoplasma gondii

P20 TD
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20. A resposta imune é dividida didaticamente em miuiltiplas etapas. Ordene essas etapas
(numeros) e associe com a fungao (letras) abaixo:

1 - Reconhecimento

2 - Ativagao e expansao
3 - Resolugao

4 - Declinio

5 - Memoria

( ) Fase onde ocorre a expanséo clonal de células T para combate ao patdgeno invasor;

() Momento em que células especificas sdo armazenadas para futuro combate ao patégeno em
caso de re-infecgéo;

( ) Fase em que o patdgeno ja foi eliminado e a resposta cessa;
( ) Fase em que ocorre a efetiva eliminagao do patégeno;

() Fase em que ocorre o processamento, apresentacado de antigenos visando estimular células T
especificas.

A ordem correta é:

a. 24,5,31
b. 2,54,3,1
c. 25413
d 5,2413
e. 24351
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CARTAO RESPOSTA - PROVA DE MESTRADO

1- Confira todos os seus dados e assine no campo indicado. Em caso de
divergéncia comunique ao fiscal de prova
2- Nao amasse, nao dobre, ndo suje esta folha
3- Assinale apenas uma alternativa para esta questido. Mais de uma
marcacgdo anulara a resposta.
4- Facga marca soélidas nas bolhas, conforme orientagao abaixo.

Numero de inscrigao: Assinatura do candidato:

( Resposgas de 1_; ZEI ] | ATE N QAO

e

1 (A) B} (C) (D) (E Modo correto de preencher as bolhas: @)
3|a®©CDE
4 ®®©CDE,
5 (A ®©D®
6 © D I_E |
8 © @ &
9 © @ (E
10 © @) ()|

=)

(C) (

ot
=
®) @ @ > ®EEEE®EE e e ® > >

®

®

..E

®

®

®@© @@
12 (A) (B © (D) (E)|
13(a) B (C) @ (B
148 ® © 0 ®)|
115 (&) (B) (©) (D) (E)
16 (a) B) ©© (D (B)|
17 |(A) (B) (C) (D) (E)
18/(A® © D ®)
19 B)(C) (D) (E)
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PROVA DE MESTRADO PARA INGRESSO NO PROGRAMA DE P6S GRADUAGAO EM
BIOCIENCIAS E BIOTECNOLOGIA - INSTITUTO CARLOS CHAGAS - FIOCRUZ/PR

QUESTOES DISCURSIVAS: 30 PONTOS
ATENGAO: RESPONDER 3 QUESTOES DAS 9 POSSIVEIS

Artigo 1: The lung is a site of platelet biogenesis and a reservoir for haematopoietic progenitors

Questoes

1) Qual foi a hipotese principal do trabalho e que informacgdes prévias levaram os autores a
formulagao dessa hipotese? (Ponto: 10)

2) Segundo o artigo de Emma Lefrancais e colaboradores, cerca de 50% da producéo total de
plaguetas acontece nos pulmbes do camundongo. De maneira geral, como os autores
chegaram a essa estimativa? (Ponto: 10)

3) Explique e interprete de maneira integral o grafico da figura 3b. (Ponto:10)

Artigo 2: A single mutation in the prM protein of Zika virus contributes to fetal microcephaly.

Questoes
1) O Zica virus foi primeiramente isolado em 1947. Qual a hipotese desse trabalho para justificar
a auséncia de relagdo entre a infecgéo por Zica virus e quadros de microcefalia até o século
21? Quais informagdes prévias levaram os autores a formulagdo dessa hipétese? (Ponto: 10)
2) Esse trabalho identifica uma mutacao potencialmente patogénica.
a. Que mutacao é essa? (Ponto: 2.0)
b. Em qual proteina do virus a mutagéo ocorre? (Ponto 1.0)
c. Qual a funcéo dessa proteina? (Ponto 3.5)
d. Qual a provavel implicagdo dessa mutagcéo? (Ponto: 2.5)
3) Em relagéo as conclusbes desse trabalho.
a. Descreva as evidéncias cientificas que suportam as conclusdes desse trabalho?
(Ponto: 5.0)
b. Descreva as metodologias empregadas para suportar as conclusdes desse trabalho?
(Ponto: 5.0)

Artigo 3: Thiol-linked alkylation of RNA to assess expression dynamics

Questodes
1) O trabalho intitulado “Thiol-linked alkylation of RNA to assess expression dynamics”,
apresenta um método elegante para avaliar a dindmica de expressao génica. De acordo
com os autores do trabalho, responda:
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a. Qual é a principal vantagem do método proposto no artigo em relagdo aos demais
métodos que utilizam-se de marcag¢ao metabdlica de RNAs? (Ponto: 5.0)

b. Quais seriam as principais limitagées descritas para aplicagdo do método? (Ponto:
5.0)

2) Considerando o método de marcagao metabdlica de RNAs apresentada no trabalho,
responda:

a. Como é feita a identificacdo das espécies de RNAs transcritos marcados pelo método
descrito? (Ponto: 5.0)

b. Qual foi o método experimental empregado determinagéo da meia-vida dos mRNAs
transcritos? Descreva-o resumidamente. (Ponto: 5.0)

3) Uma maneira de avaliar a dinamica da expressao génica consiste em analise de
estabilidade de RNAs. Nesse contexto, responda:

a. Analisando-se a Figura 3, qual foi a explicagdo dada pelos autores quanto a
observacao de alta taxa de conversédo T>C para Sox2 e miR-290-295, e a baixa taxa
de conversao T>C para Gapdh? (Ponto: 5.0)

b. Qual foi o racional dos autores ao empregar o sistema CRISPR/Cas9 na validagdo do
método? (Ponto: 5.0)
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PROVA DE MESTRADO PARA INGRESSO NO PROGRAMA DE PoS
GRADUACAO EM BIOCIENCIAS E BIOTECNOLOGIA - INSTITUTO
CARLOS CHAGAS - FIOCRUZ/PR

QUESTOES OBJETIVAS
1-C
2- A
3-A
4-D

5- QUESTAO ANULADA POR DUBIEDADE DE INTERPRETACAO
6- B
7-E
8- A
9-B
10-B
11-D
12- A
13-C
14-C
15-B
16- B
17-C
18- A
19-D
20-B



QUESTOES DISCURSIVAS

Artigo 1: The lung is a site of platelet biogenesis and a reservoir for haematopoietic
progenitors

Questoes

1) Qual foi a hipdtese principal do trabalho e que informag¢des prévias levaram os
autores a formulagdo dessa hipdtese? (Ponto: 10)

Resposta: A hipotese do trabalho foi que os pulmdes teriam um papel importante na
biogénese das plaquetas (ponto: 4). Os autores se basearam em trabalhos anteriores que
mostrou a presenga de megacariocitos (células que dio origem as plaquetas) nos
pulmdes e que o sangue que sai dos pulmdes contém mais plaquetas e menos
megacariocitos do que o sangue que entra nos pulmdes (ponto: 6).

2) Segundo o artigo de Emma Lefrancgais e colaboradores, cerca de 50% da producao
total de plaquetas acontece nos pulmdes do camundongo. De maneira geral, como os
autores chegaram a essa estimativa? (Ponto: 10)

Resposta: Os autores quantificaram os megacaridcitos e as pro-plaquetas (GFP +) nos
pulmdes atribuindo volumes de superficie (ponto: 2). Para cada célula GFP + grande
submetida a liberag¢do de plaquetas, calcularam o nimero de plaquetas que poderiam ser
liberadas na circulagdo pulmonar, e isso variou de menos de 500 plaquetas para
pequenos megacariocitos ou mais de 1.000 plaquetas para megacaridcitos maiores, com
uma mediana de cerca de 500 plaquetas por megacaridcito (ponto: 2). No total, foi
analisado 20 h de metragem de 10 camundongos, € observou uma média de 2,2
megacariocitos por hora em um volume pulmonar formado de 0,07 mm3 (ponto: 2).
Quando extrapolado para todo o volume dos pulmdes, isso equivale a mais de 10
milhdes de plaquetas produzidas por hora dos pulmdes (ponto: 2). Quando ajustado o
tempo de vida das plaquetas e sequestro pelo bago, estimou-se que o pulmio ¢
responsavel por aproximadamente 50% das plaquetas totais no camundongo (ponto: 2).
3) Explique e interprete de maneira integral o grafico da figura 3b. (Ponto:10)

Resposta: Os pulmdes de doadores foram extensivamente perfundidos e os pulmdes
esquerdos foram imediatamente transplantados para ratos receptores do tipo selvagem
ou mutante c-mpl-/ - (trombocitopénico — reducdo do nimero de plaquetas) (Ponto:
1.5). Estes ratinhos transplantados foram injetados com TPO (growth factor
thrombopoietin — estimula a formag¢do de plaquetas) nos dias 3 e 40 pds-transplante e
sangrado semanalmente para rastrear o nimero de plaquetas (Ponto: 1.5). O grafico
apresenta no eixo “X” os dias apds o transplante e no eixo “Y” o nimero de plaquetas
no sangue (106 por ml) (Ponto: 01). Estdo plotados no grafico os grupos: controle
positivo (PF4-tom ->WT), Resposta sustentada (PF4-tom -> c-mpl-/-) e controle
negativo (c-mpl-/- -> c-mpl-/-) (Ponto: 1). No grupo controle positivo, a producdo de
plaquetas se manteve constante ao longo dos dias, enquanto que o grupo do controle
negativo ndo apresentou produg¢do de plaquetas (Ponto: 1). O grupo de “Resposta
sustentada”, que representa o camundongo sem producdo de plaquetas com o pulmao
esquerdo transplantado de um camundongo normal (Ponto: 1), passa a produzir
plaquetas a partir de ~40 dias e com ~90 dias apresenta produ¢do de plaquetas muito
préximo ao controle positivo (Ponto: 1.5). Conclusdo: como o pulmao foi “lavado”
antes do transplante, os megacaridcitos intravasculares foram removidos, € mesmo
assim o grupo “Resposta sustentada” apresentou producao de plaquetas, sugerindo que
0os megacariocitos extravasculares sdo capazes de restaurar a producdo de plaquetas
(Ponto:1.5).



Artigo 2: A single mutation in the prM protein of Zika virus contributes to fetal
microcephaly.

Questdes

1) O Zica virus foi primeiramente isolado em 1947. Qual a hipotese desse trabalho para
justificar a auséncia de relagdo entre a infec¢do por Zica virus e quadros de microcefalia
até¢ o século 21?7 Quais informacdes prévias levaram os autores a formulacdo dessa
hipotese? (Ponto: 10)

Resposta: ZIKV adquiriu algumas mutacdes adaptativas para tornar-se mais virulenta
para o cérebro fetal humano (Ponto: 5). Alguns resultados preliminares das linhas
celulares indicam efeitos especificos da tensdo em células infectadas pelo ZIKV (Ponto:
5).

2) Esse trabalho identifica uma mutagdo potencialmente patogénica.

a. Que mutacio ¢ essa? (Ponto: 2.0)

Resposta: Mutacdo da serina 139 por asparagina (S139N)
b. Em qual proteina do virus a mutacio ocorre? (Ponto 2.0)

Resposta: prM
c. Qual a funcao dessa proteina? (Ponto 3.5)

Resposta: A proteina prM do flavivirus € necessaria para a maturagdo, a saida e a
secrec¢do viral, e pensa-se que o dominio pr evita a fusdo prematura dentro das células
infectadas.

d. Qual a provavel implicagdo dessa mutagcdo? (Ponto: 2.5)

Resposta: A substituicdo S139N pode ter alguns efeitos sobre a transi¢do do ZIKV do
virion imaturo para o viron maduro e a heterogeneidade na maturidade dos virions da
progénie pode, portanto, afetar a aptiddo viral e a neuroviruléncia.

3) Em relacdo as conclusdes desse trabalho.

a. Descreva as evidéncias cientificas que suportam as conclusdes desse trabalho?
(Ponto: 5.0)

Resposta:

a cepa contemporanea VEN / 2016 mostrou caracteristicas de crescimento e placa
similares as da CAM / 2010 em estudos baseados em linhagens celulares in vitro. Estes
resultados mostram que as cepas contemporaneas de ZIKV sdo mais neurovirulentas em
camundongos do que a sua cepa ancestral CAM / 2010.

Utilizando as cepas contempordneas e ancestrais em um modelo estabelecido de
microcefalia embriondria de camundongo, VEN / 2016 apresentaram replicacdo
significativamente aumentada no cérebro em comparacdo com CAM / 2010.



Este resultado foi também verificado em cultura primaria de NPCs de camundongos
(mNPCs). Especificamente, VEN / 2016 induziu mais apoptose (c€lulas positivas para a
forma ativada de Caspase 3) em diferentes regides do cérebro, bem como maior perda
de neur6nios maduros e imaturos (neurdnios positivos para NeuN e Tbrl,
respectivamente), em comparagdo com CAM / 2010. Além disso, descobrimos que
VEN/2016 perturbou a proliferacio e a diferenciagio dos NPCs de forma mais
significativa do que CAM/2010, como indicado pela diminui¢do substancial das células
positivas de histona H3 (P-H3) fosforiladas e indice de saida do ciclo celular (Ki67-
BrdU + / BrdU + células).

a andlise coalescente indicou que vdrias substitui¢des criticas de residuos surgiram em
diferentes pontos de tempo antes do surto sul-americano e foram mantidas de forma
estavel nas cepas epidémicas contemporaneas.

uma unica substitui¢do reversa, N139S, do virus parental VEN / 2016 diminuiu
substancialmente a mortalidade causada pelo virus em camundongos neonatais

Nos ainda caracterizamos a infectividade dos virus S139N ¢ WT em NPCs humanos
(hNPCs), derivados de células-tronco embrionarias humanas, e os resultados
confirmaram que S139N apresentou replicagdo aumentada em hNPCs e causou uma
morte celular mais extensa em comparagdo com o virus WT. Da mesma forma, o
mutante S139N mostrou replicagdo viral aumentada em mNPCs em compara¢do com o
virus WT.

Testamos o impacto da substituicdo do S139N no modelo de microcefalia embrionaria.
De forma notavel, a infec¢do do virus mutante S139N levou a um fendtipo
microcefalico mais severo e um cértex mais fino do que o virus WT. Especificamente, o
virus mutante S139N mostrou uma infeccdo mais robusta dos NPCs do cérebro
embriondrio, acompanhada de mais morte celular na placa cortical. Além disso, o
mutante SI39N perturbou a proliferacdo e diferenciagdo NPC mais significativamente
do que o virus WT. Como esperado, o virus mutante N130S causou muito menos morte
celular do que o mutante SI39N em diferentes regides do cérebro, semelhante ao virus
WT.

b. Descreva as metodologias empregadas para suportar as conclusdes desse trabalho?
(Ponto: 5.0)

Ensaio de placa, Andlise filogenético e de reldgio molecular, Geragdo de Mutantes
ZIKV, Analise da Curva de Crescimento, Experimentos em células e em animais,
imuno-histoquimica, imunofluorescéncia € ensaios com anticorpos, microscopia
confocal, modelagem estrutural.

Artigo 3: Thiol-linked alkylation of RNA to assess expression dynamics

Questoes

1) O trabalho intitulado “Thiol-linked alkylation of RNA to assess expression
dynamics”, apresenta um metodo elegante para avaliar a dinamica de expressdo génica.
De acordo com os autores do trabalho, responda:

a. Qual ¢ a principal vantagem do método proposto no artigo em relagdo aos demais
métodos que utilizam-se de marcagdo metabolica de RNAs? (Ponto: 5.0)



Resposta: O diferencial do método proposto € a possibilidade de identificacdo direta
das espécies de RNAs marcados em meio ao RNA total, ndo havendo necessidade de
separagdo e/ou purificagdo dos RNAs marcados previamente a andlise.

b. Quais seriam as principais limitagdes descritas para aplicagdo do método? (Ponto:
5.0)

Resposta:O método restringe-se a analise de expressdo génica de transcritos
dependentes da RNA polimerase II e falha em discriminar variantes de transcritos como
isoformas decorrentes de splicing alternativo. Além disso, em alguns casos, a
incorporacdo de s4U foi associada a defeitos no processamento do rRNA em células
humanas cancerosas.

2) Considerando o método de marcagdo metabolica de RNAs apresentada no trabalho,
responda:

a. Como ¢ feita a identificagdo das espécies de RNAs transcritos marcados pelo método
descrito? (Ponto: 5.0)

Resposta: Através da identificacdo da conversdo de Timidina (T) para Citidina (C)
(T>C) a partir do resultado do sequenciamento do DNA oriundo da transcri¢do reversa
dos RNAs contendo s4U alquilados.

b. Qual foi o método experimental empregado na determinacdo da meia-vida dos
mRNASs transcritos? Descreva-o resumidamente. (Ponto: 5.0)

Resposta: O método empregado foi Pulse-Chase. As células foram cultivadas na
presenga de s4U por um determinado tempo (24h), seguida de lavagem e substituicdo de
s4U por U (uridina ndo marcada). Entdo os RNAs foram coletados em diversos pontos
subsequentes e analisados pelo método descrito no artigo. Com base na diminui¢do do
nimero de conversdes T>C nos transcritos especificos ao longo do tempo, a meia-vida
dos respectivos transcritos pode ser calculada.

3) Uma maneira de avaliar a dindmica da expressdo génica consiste em andlise de
estabilidade de RNAs. Nesse contexto, responda:

a. Analisando-se a Figura 3, qual foi a explicacdo dada pelos autores quanto a
observagdo de alta taxa de conversdo T>C para Sox2 e miR-290-295, e a baixa taxa de
conversdo T>C para Gapdh? (Ponto: 5.0)

Resposta: Provavelmente porque Sox2 e miR-290-295 sdo instdveis, com alta taxa de
turnover, incorporando mais frequentemente s4U durante o processo de marcacio
metabolica, ao passo que o Gapdh, um gene constitutivo, seria mais estavel, ou seja,
com baixo turnover, de forma que sua marcacio aconteceria numa frequéncia menor.

b. Qual foi o racional dos autores ao empregar o sistema CRISPR/Cas9 na validag¢do do
método desenvolvido? (Ponto: 5.0)

Resposta: Os autores aplicaram o sistema CRISPR/Cas9 para inativar Xpo5 e Mettl3,

componentes chave em complexos associados a degradacdo de RNAs, como biogénese
de miRNAs e metilacio de RNAs, respectivamente. Com a inativacdo de complexos
que atuam na degradacdo de RNAs, espera-se aumento na estabilidade dos transcritos-
alvos. Nas duas condi¢gdes avaliadas, tanto para inativagdo de Xpo5 quanto para
inativacdo de Mettl3, os autores observaram aumento significativo da estabilidade
relativa dos transcritos-alvos frente a condi¢do selvagem, confirmando os resultados
esperados e assim, validando o método.
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