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Espelho de Resposta

Pontuacdo de cada Questéo Discursiva conforme Anexo Il do Edital n® 3, de acordo com a
Unidade detentora da vaga.

Espera-se que o candidato, no desenvolvimento do tema, tenha feito consideracdes técnicas
adequadas sobre 0s seguintes pontos:

Questéo 01

Para o caso, sugere-se que seja avaliada como correta a resposta que aponte informacdes
sobre:

Processo de extracdo e purificagdo do RNA: O processo de extracéo inclui a exposigéo do
acido nucleico por meio do rompimento da membrana e parede celular, o qual pode ser
realizado por lise mecéanica, enzimética ou quimica. O processo de purificacdo isola 0 RNA
de outros componentes celulares, de modo que o material figue concentrado e armazenado
em agua ou tampao, este pode ser realizado com o uso de fenol/cloroférmio e precipitacéo
em etanol, colunas de centrifugacdo ou beads magnéticas.

Processo de controle de qualidade da etapa de extracdo e purificagdo do RNA: O candidato
deve apontar informacfes sobre o processo de quantificacdo do RNA, o qual pode ser
realizado por espectrofotometria, fluorometria, eletroforese capilar ou andlise microfluidica;
integridade do RNA por meio de eletroforese e pureza por espectrofotometria.

Processo de transcricao reversa: O processo de transcricdo reversa realiza a sintese de um
DNA complementar (cDNA) a partir de um RNA molde. O candidato deve apontar informagdes
sobre 0s equipamentos e reagentes usados durante o processo de transcricdo - RNA molde,
enzima transcriptase reversa, DNTPs, primers (iniciadores oligo(dT), aleat6rios ou com
sequéncia especificos), tampdo com ion bivalente, bem como, discorrer sobre boas
caracteristicas de uma enzima transcriptase reversa (estabilidade térmica, baixa atividade de
RNase H e linearidade).

Processo de gPCR: O candidato deve apontar informagdes sobre a escolha do ensaio em
uma ou duas etapas, uso de genes enddgenos como gene de referéncia. Reagentes usados
durante o processo de amplificacédo (DNA molde — cDNA; enzima DNA polimerase, DNTPs,
iniciadores, tamp&o com ion bivalente e agente fluorescente com foco em sondas de hidrélise
- sequéncias especificas que se ligam ao DNA alvo; Essas sondas apresentam na



extremidade 5 um fluoréforo (reporter) e na extremidade 3’ uma molécula que absorve a
fluorescéncia (quencher). Quando juntos, esses reagentes trocam energia e toda a luz emitida
pelo fluoréforo é absorvida pelo quencher. Dessa forma, o sistema 6ptico do equipamento ndo
€ capaz de detectar fluorescéncia no tubo de reacao. Por outro lado, se a reacéo for capaz de
gerar produtos (amplicons), a sonda ira hibridizar-se com esse alvo gerado e ficard exposta a
atividade de exonuclease da polimerase. Como consequéncia, essa sonda sera degradada e
o fluoréforo ficard distante do quencher que agora ndo mais sera capaz de absorver a luz
emitida. O nivel de fluorescéncia aumenta de modo proporcional ao aumento do niumero de
copias do alvo da reacéao.

Andlise dos dados: O candidato deve apontar informacdes sobre a quantificagéo relativa —
propor¢ao ou relagdo do numero de copias do alvo na amostra. Para um ensaio focado na
expressao de genes por exemplo, a partir do gréfico gerado ao término da reacao, é tracada
uma linha de maneira paralela ao eixo referente ao nimero de ciclos, na altura em que se
inicia a fase exponencial da amplificacdo génica (inicio da elevacao exponencial na emissao
da fluorescéncia). Este parametro representa o limiar de deteccao, ou seja, 0 nhumero minimo
de ciclos para amplifica¢éo, e € denominado threshold. O ponto em que o threshold cruza com
a linha de amplificagdo da amostra, permite determinar o nimero de ciclos necessarios para
o inicio da amplificacdo da sequéncia génica-alvo presente no DNA de cada amostra. Este
valor é denominado Ct (Cycle Threshold) e permite a quantificacéo relativa do DNA de cada
uma das amostras, ap0s ser corrigido pelos Ct dos genes-controle enddégenos e das amostras-
controle. O cycle threshold é proporcional ao logaritmo da quantidade inicial de expresséo do
gene-alvo em uma determinada amostra, ou seja, quanto menor for o namero inicial do Ct
obtido do gene-alvo na amostra, € porque houve maior amplificacdo do gene-alvo e,
consequentemente, ele apresenta maior expressao. O célculo de expressao relativa é
realizado por 222¢, onde s&do usados os valores de cycle threshold do gene alvo e do gene
endogeno.

Questao 02

O candidato deve saber que a taxonomia polifasica € um sistema ou uma abordagem que integra
caracteristicas fenotipicas, como macro e micromorfologia, e quimiotaxonémicas, além de
caracterizacdo gendmica e protedémica na identificacdo de microrganismos.

A morfologia e quimiotaxonomia utiliza principalmente meios de cultura e diferentes condi¢cbes de
cultivo. A partir do cultivo, podem ser observadas carateristicas macroscépicas e microscopicas, induzir
a producgdo de estruturas de reproducao em fungos filamentosos, como esporangiéforos, conidiéforos,
macro e microconideos, além de induzir clamidosporos e flamentagdo em leveduras. Meios de culturas
especificos podem determinar o perfil assimilativo de fontes nutricionais com carbono e nitrogénio, e
induzir a producéo de enzimas e metabdlitos.

A gendmica requer cubas eletroforéticas para avaliar integridade, pureza, e em alguns casos
quantificar, termocicladores para amplificacdo do alvo, e sequenciadores para sequenciamento de
genes. Essa técnica estima a similaridade genética entre pares de sequéncias do genoma do agente
etioldgico e de genomas de isolados de referéncias, permitindo a identificacéo.

A protedmica requer métodos baseados em espectrometria de massas, sendo o MALDI-TOF MS o
mais robusto e utilizado. Essa técnica fisico-quimica baseia-se na ionizacdo de macromoléculas
organicas, principalmente proteinas, que serdo comparadas com banco de dados construidos com
espectros de referéncia para identificacdo do agente etioldgico.



