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TRITER]OS DE AVALIACAO PARA TODAS AS QUESTOES DISCURSIVAS

Clareza e propriedade no uso da linguagem;
Coeréncia e coesdo textual;

Dominio dos contetdos, evidenciando a compreensdo dos temas objeto da prova;

Dominio e precisdo no uso de conceitos:

Coeréncia no desenvolvimento das ideias e capacidade argumentativa.
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QUESTAO 1 - valor (0,00 a 03,00 pts):

PRTNI foi purificada em apenas 2  passos:
precipitagdo com sulfato de aménio (30%), seguida de
cromatografia de afinidade em uma coluna de
Sepharose CL 4B (eluida com EDTA 100 mM, pH
7,0).

Eletroforese (SDS-PAGE) de PRTNI, com e sem 2-
mercaptoetanol, revelada por coloragdo com azul de
Coomassie, mostrou uma banda Gnica com 15,5 kDa.
Cromatografia em Sephacryl S-300 de PRTNI,
também revelou um unico pico proteico (figura ao
lado).

PRTNI aglutinou hemacias humanas do tipo B, sendo
esta atividade suprimida apenas por lactose (mas nio
por sacarose, D-glicose ou D-galactose), ou quando a
proteina foi extensivamente dialisada em pH acido.

A determinagdo quantitativa de PRTNI nio foi
possivel pelo método de Bradford, mas apenas por
BCA (écido bicinconinico).

PRTNI foi precipitada apos aquecimento a 100 oC,
em pH 4,0 (mas nao em pH 7,0 ou 9,0).

Fornega tanta informagio quanto

explicitando suas dedugdes. Discuta
fornecidos.
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Considere os dados experimentais a seguir de uma proteina hipotética purificada, denominada PRTN].,

3 200 kDa
125 kDa
&1 29 kDa

f\
L Lbbie b i 1A i 5 b

Fragdes, mL.

possivel a respeito da estrutura e classificagdo da proteina,
. inclusive, quaisquer incoeréncias potenciais entre os dados




PRTNI ¢ uma lectina (capacidade de hemaglutinagﬁo), que se liga especificamente com lactose na
dependéncia de jon metalico, provavelmente calcio (eluida da cromatografia de afinidade com EDTA e
perde sua atividade apos dialise em PH écido, onde a proteina tem suas cargas negativas diminuidas).
A proteina, na forma nativa, possui Peso molecular ao redor de 125 kDa ( Sephacryl) e ¢ constituida de
8 subunidades proteicas (125/15,5) com mesma massa molecular, 15,5 kDa (SDS-PAGE), unidas por
ligagdes nio covalentes (mesma migragdo na SDS-PAGE com e sem 2-mercaptoetanol). PRTNI tem
caracteristica de proteina acida, PI proximo ao pH 4,0 (termoprecipitag:éo neste pH), provavelmente
rica em acidos glutamico e aspartico. Entretanto, este dado ¢ inconsistente com a baixa concentragio
de sulfato de aménio (30%) necesséaria Para precipitar a proteina, PRTNI deve Possuir uma reduzida
quantidade de aminoacidos basicos e aromaticos (nio ¢ quantificada adequadamente pelo método de
Bradford). Por este mesmo motivo, nio deveria ser visualizada satisfatoriamente no gel de eletroforese
pela técnica empregada (azul de Coomassie é 0 mesmo corante utilizado no reagente de Bradford),

UESTAO 2 - valor (0,00 2 03,00 pts):
p

avancado sobremaneira nos altimos anos, igualmente beneficiadas pelo avango nas técnicas de
sequenciamento de 4cidos nucleicos. Quando COmparadas as técnicas de Sequenciamento de acidos
nucleicos, as técnicas de identificacdo de proteinas ainda nio atingiram a mesma resolugdo, embora
tenham avancado consideravelmente nos ultimos anos, Discuta como a integracio de dados oriundos
de diferentes tecnologias Gmicas (genémica e transcriptémica) pode contribujr para a anilise e
interpretagio de dados provenientes de proteomas.

EXPECTATIVA DE RESPOSTA DA QUESTAQ 2:




QUESTAO 3 - valor (0,00 a 04,00 pts):

As proteinas sdo biomoléculas de grande diversidade estrutural e funcional, podendo ser utilizadas
como biomarcadores de diversos processos patologicos. Boa parte do conteudo proteico de uma
amostra advém de proteinas ordinarias, como proteinas de citoesqueleto, albumina no soro, etc.
Entretanto, muitas patologias estio associadas a proteinas quantitativamente pouco representadas no
proteoma de uma amostra biolégica, tornando esses analitos dificeis alvos de investigagdo (por
exemplo, o soro possui uma variabilidade de $ ordens de grandeza na concentragdo de diferentes
proteinas e espera-se que os biomarcadores de doengas sejam encontrados na faixa de menor
concentragdo). Descreva e discuta os principais problemas encontrados na extragdo, purificagdo, e
identificagdo de biomarcadores, bem como as principais estratégias a serem aplicadas para a validagdo
biologica dessas proteinas.

EXPECTATIVA DE RESPOSTA DA QUESTAOQ 3:

Espera-se que os candidatos dissertem sobre dificuldades experimentais na extracdo, purificagio e
identificagdo de proteinas (por exemplo a baixa solubilidade em tampdes contendo uréia; diferente
solubilidade de proteinas de membrana em relagdo aos detergentes disponiveis; peptideos com baixa
capacidade de ionizagao para identificagdo em espectrometria de massas; proteinas de organismos com
baixa cobertura em bancos de peptideos, entre outros). Ainda os candidatos devem sugerir alternativas
para melhor preparagdo das amostras, Ja que ¢ esperado que os biomarcadores protéicos possuam baixa
representatividade no proteoma (por exemplo o uso de colunas de purificagdo de amostras, como as
colunas comerciais de deplecdo de proteinas abundantes do soro; isolamento de organelas para
daumentar a representatividade de determinada proteina; uso de filtros de diferentes tamanhos (5k, 10k,
20k, 40k, 50k, 100k; uso de tiras para focalizagdo isoelétrica com diferentes faixas de pl para melhor
resolver as proteinas em abordagens de eletroforese bi-dimensional). Quanto as estratégias para

biomarcador frente ao desfecho estabelecido. Ainda, os candidatos poderiam sugerir a comparagdo dos
niveis do biomarcador em estudos depositados em  repositérios publicos (de proteoma ou
transcriptoma) com dados clinico-patologico dos pacientes (tempo de doenca, sobrevida, etc) para
aumentar a robustez do biomarcador em questdo.,
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