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Gabarito da prova escrita

1- A eletroforese bidimensional € uma ferramenta importantissima em investigacdes bioquimicas. Ela combina duas
formas diferentes de separacao de proteinas: a focalizacao isoelétrica e a eletroforese do tipo SDS-PAGE. Em cada
uma de suas etapas as proteinas sdo separadas por diferentes caracteristicas. Explique que tipo de separagao
acontece em cada etapa. Em que situa¢@o um pesquisador deve lancar méo dessa técnica? Quais séo as limitacdes
nesse tipo de experimento?

Os fundamentos da eletroforese bidimensional foram introduzidos em 1975. A técnica resulta da combinacé@o da
focalizacdo isoelétrica e da eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante. As proteinas sdo separadas de
acordo com seu ponto isoelétrico pela focalizacdo isoelétrica, na primeira dimenséo e, na segunda dimenséo, as
proteinas séo separadas de acordo com suas massas moleculares.

A SDS-PAGE, eletroforese unidimensional, consiste em um método para a separacédo de polipeptidios de acordo com
0s seus pesos moleculares. A técnica é realizada em gel de poliacrilamida contendo duodecil sulfato de sédio (SDS).
No entanto, os métodos unidimensionais de separacdo podem separar um numero relativamente pequeno de
proteinas (geralmente menos de 50). A eletroforese bidimensional apresenta uma maior capacidade para separar
misturas complexas. Ao combinar dois processos distintos de separa¢éo pode ser usada para separar mais de 1000
proteinas num unico gel (Anderson & Anderson, 1996, Galdos, 2009).

Apesar de ser amplamente utilizada, este método apresenta problemas de reprodutibilidade, uma vez que é incapaz
de detectar proteinas em baixa abundancia, ou altamente hidrofébicas. Também apresenta baixa sensibilidade na
identificacao de proteinas com valores de pH muito baixo (pH <3) ou muito alto (pH <10) e massas moleculares muito
pequenas (Mr <10 kD) ou muito grande (Mr> 150 kD) (Baltimore, 2001; Alaoui-Jamali & Xu, 2006).

2- Sobre experimentos de proteémica, considere as duas afirmativas abaixo:

a) A cada novo experimento realizado torna-se virtualmente mais facil a identificagdo de proteinas com os
dados obtidos através de espectrometria de massas.

b) Estudos de protedmica sdo intimamente ligados a estudos de gendmica, e, portanto, € muito mais facil
identificar proteinas de organismos com genoma conhecido do que organismos com genoma desconhecido.

Agora analise as duas afirmativas, diga se concorda ou discorda com elas e as discuta.

As duas afirmativas sé@o verdadeiras. A afirmativa nimero 1 é correta porque, como etapa final na realizacdo de um
proteoma, os dados de espectrometria de massas devem ser comparados com banco de dados de proteinas, Cada
novo experimentos realizado aumenta o conteldo desses bancos de dados, permitindo que as comparacdes
subsequentes sejam feitas contra um numero maior e mais diversos de proteinas. Teoricamente, isso facilita a
identificacdo a cada novo experimento.

A afirmativa nimero dois também é correta. Idealmente, os valores das massas obtidos na espectrometria de massas
sdo comparados com bases de dados de digestbes virtuais do proteoma tedrico do organismo analisado. Se este
organismo ja possui um genoma conhecido, todas as ORFs (open reading frames) jA& estdo mapeadas, e 0s
programas que fazem a comparacgéo "sabem o que esperar" do conjunto de proteinas.

Nos casos em que o genoma dos organismos ainda nao foi estudado, no entanto, comparam-se os dados da
espectrometria de massas com as digestdes virtuais de proteomas derivados de genomas conhecidos procedentes
de espécies estreitamente relacionadas (as mais proximas possiveis). Apesar de ser a melhor solugcao para casos
assim, esse procedimento traz incertezas na hora de determinar algumas proteinas, uma vez que existe variagao no
con=junto previsto de proteinas entre diferentes organismos.

3 - Quais sdo as estratégias que o sistema imune inato utiliza para identificar patégenos e danos celulares?

O sistema imune inato utiliza receptores de reconhecimento de padrdo associados a célula, presentes no plasma, em
membranas endossomais e no citosol, para reconhecer estruturas chamadas de padr6es moleculares associados ao
patégeno (PAMPSs), que sdo compartilhadas por microrganismos, ndo estdo presentes nas células de mamiferos e
sdo frequentemente essenciais para a sobrevivéncia dos microrganismos, limitando, assim, a capacidade dos
microrganismos de evadir a deteccdo com mutacdo ou perda da expressdo destas moléculas. Além disso, esses
receptores reconhecem moléculas produzidas pelo hospedeiro, mas cuja expressao ou localizagdo indicam dano
celular; eles sao denominados padrdes de moleculares associados ao dano (DAMPs). Os receptores de
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reconhecimento de padrdo molecular de patégenos (PRRs) estdo expressos na superficie de fagécitos
(primariamente macréfagos e neutrofilos), células dendriticas, células epiteliais que formam a interface da barreira
entre o corpo e 0 meio ambiente externo e muitos outros tipos de células que ocupam tecidos e érgdos. Sao também
encontrados em vesiculas fagociticas e no citosol de varios tipos celulares. Como exemplo os receptores do tipo
TLR, receptor formil peptideo, receptor de manose, receptor scanvenger, receptores do tipo NOD, receptores do tipo
RIG, receptores de lectina do tipo C e sensores citosdlicos de DNA. Os TLRs, presentes na da célula e nos
endossomas, sao as familias de receptores de reconhecimento de padrdo mais importantes, reconhecendo uma
grande variedade de ligantes, incluindo componentes da parede celular bacteriana e acidos nucleicos microbianos.
Os receptores de reconhecimento de padréo citosélicos existem para reconhecer moléculas microbianas. Esses
receptores abrangem receptores do tipo RIG (RLRs), que reconhecem RNA viral, sensores de DNA citosélico (CDSs)
e receptores do tipo NOD (NLRs), que reconhecem constituintes da parede celular bacteriana e também detectam
cristais intracelulares, espécies reativas de oxigénio e varios outros indicadores de infeccdo ou lesdo celular. Quando
esses receptores de reconhecimento de padrao associados a célula se ligam aos PAMPs e DAMPs, ativam vias de
transducao de sinal que promovem as func¢des antimicrobianas e pro-inflamatérias das células nas quais eles séo
expressos. Além disso, existem muitas proteinas presentes no sangue e nos fluidos extracelulares que reconhecem
PAMPs: proteina C reativa, proteina ligante a manose, proteinas surfactantes SP-A e SP-D, ficolina e varias
proteinas do sistema Complemento. Essas moléculas sollveis s@o responsaveis por facilitar a saida dos
microrganismos do sangue e fluidos extracelulares mediante aumento de captacéo pelos fagdcitos ou por ativagéo de
mecanismos extracelulares de morte.

4 - Como os diferentes componentes da imunidade inata funcionam para combater diferentes tipos de
microrganismos?

O sistema imune inato fornece a primeira linha de defesa contra microrganismos. Os mecanismos da imunidade inata
existem antes da exposicdo aos microrganismos. Os componentes celulares do sistema imune inato incluem
barreiras epiteliais, leucécitos, neutréfilos, macréfagos, células NK, linfécitos com receptores de antigeno invariaveis
e mastocitos. Os receptores de reconhecimento de padrao, incluindo TLRs e RLRs, sinalizam para ativar os fatores
de transcricdo NF-kB e AP-1, que estimulam a expresséo de genes que codificam muitas moléculas necessérias para
as respostas inflamatérias, incluindo citocinas inflamatérias (p. ex., TNF e IL-1), quimiocinas (p. ex., CCL2 e CXCL8)
e moléculas de adesé@o endotelial (p. ex., E-selectina), e os fatores de transcricdo IRF3 e IRF7 que estimulam a
expressédo dos genes antivirais interferon tipo I, gde promovendo a producao de interferons tipo | (IFN-a e IFN-B), que
sdo importantes para as respostas imunes inatas antivirais. Os receptores citosolicos séo receptores do tipo NOD,
receptores do tipo RIG e sensores citosélicos de DNA. Esses receptores citosélicos, similares aos TLRs, séo ligados
as vias de transduc¢éo de sinal que promovem inflamac¢éo ou producéo de interferon tipo |. Os receptores do tipo NOD
(NLRs) recrutam outras proteinas para formar complexos de sinalizagdo chamados de inflamassomas, que geram
formas ativas das citocinas inflamatorias IL-1 e IL-18 que promovem inflamagdo. Vérias citocinas produzidas
principalmente pelos macrofagos ativados medeiam a inflamagédo. TNF e IL-1 ativam células endoteliais, estimulam a
producdo de quimiocina e aumentam a producdo de neutrofilos pela medula éssea. IL-1 e TNF induzem a produgédo
de IL-6, e todas as trés citocinas medeiam efeitos sistémicos, incluindo febre e sintese de proteinas de fase aguda
pelo figado. IL-12 e IL-18 estimulam a producéo da citocina ativadora de macroéfago IFN-y pelas células NK e células
T. Neutréfilos e macréfagos fagocitam microrganismos e os matam através da producdo de ROS, éxido nitrico e
enzimas nos fagolissossomas. Os macréfagos também produzem citocinas que estimulam a inflamacdo e promovem
o remodelamento tecidual nos locais de infec¢do. As moléculas de reconhecimento de padréo solaveis e efetoras séo
encontradas no plasma, incluindo as pentraxinas (p. ex., CRP), colectinas (p. ex., MBL) e ficolinas. Essas moléculas
se ligam aos ligantes microbianos e aumentam a eliminacdo por mecanismos dependentes e independentes do
Complemento. Nas respostas imunes inatas, o Complemento é ativado principalmente de maneira espontanea nas
superficies da célula microbiana e por lectina ligante de manose para iniciar as vias alternativa e da lectina,
respectivamente. Assim, a ativagdo do Complemento promove o recrutamento de fagocitos para o local de infeccéo,
opsonizacao e, em alguns casos, promove a morte direta dos microrganismos (por lise). A lectina ligante de manose
(MBL), € um receptor de reconhecimento de padrdo que se liga a carboidratos, como manose e fucose terminais
encontradas em microrganismos, que ativa o Complemento. Além disto, as pentraxinas PC-R, SAP e PTX3 ativam o
Complemento por meio de ligacdo ao C1q e iniciam a via classica. Os receptores scavenger compreendem uma
colecdo de proteinas da superficie celular, estrutural e funcionalmente diversas, que foram originalmente agrupadas
com base na caracteristica comum de mediar a captacao de lipoproteinas oxidadas para as células. S&o expressos
nos macrofagos que medeiam a fagocitose de microrganismos. O receptor-1 formil peptidio expresso em leucacitos,
reconhece peptidios bacterianos contendo residuos de N-formilmetionil e estimula 0 movimento das células, desta
forma atuando como quimiatraentes para leucdcitos portadores de atividade fagocitica. Os receptores do tipo RIG
(RLRs) sao sensores citosolicos do RNA viral que respondem aos acidos nucleicos virais induzindo a producéo de
interferons tipo | antivirais. Na ligacdo do RNA viral, os RLRs iniciam os eventos de sinalizagdo que levam a
fosforilacdo e ativacdo de IRF3 e IRF7, bem como NF-kB, e esses fatores de transcrigdo induzem a producédo de
interferon tipo I. Os sensores citosdlicos de DNA (CDSs) sdo moléculas que detectam o DNA citosélico e ativam vias
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de sinalizacdo que iniciam as respostas antimicrobianas, incluindo producéo de interferon tipo | e autofagia. Na
imunidade inata, a autofagia € um mecanismo de distribuicdo de microrganismos citosélicos para o lisossoma, onde
eles sdo mortos pelas enzimas proteoliticas. As superficies das barreiras epiteliais formam barreiras fisicas entre os
microrganismos no meio ambiente externo e o tecido do hospedeiro (muco), e as células epiteliais produzem agentes
guimicos antimicrobianos que impedem a entrada dos microrganismos. As células epiteliais, bem como alguns
leucdcitos produzem peptidios que tém propriedades antimicrobianas (defensinas e catalecidina). A barreira epitelial
contém certos tipos de linfécitos, incluindo linfécitos T intraepiteliais, que reconhecem e respondem aos
microrganismos comumente encontrados. Fagécitos- células que tém funcdes fagociticas especializadas,
principalmente macrofagos e neutréfilos, sdo a primeira linha de defesa contra microrganismos que rompem as
barreiras epiteliais. As células natural killer (NK), as primeiras e mais bem descritas células linféides inatas (ILCs),
gue desempenham importantes papéis nas respostas imunes inatas principalmente contra virus intracelulares e
bactérias. As funcbes efetoras das células NK sdo matar as células infectadas e produzir IFN-y, que ativam
macréfagos para destruirem microrganismos fagocitados. Os mastécitos estdo presentes na pele e no epitélio
Mucoso e secretam rapidamente citocinas pré-inflamatérias e mediadores lipidicos em resposta as infeccfes e outros
estimulos.

5 - As células possuem multiplas vias de reparo do DNA, usando diferentes enzimas que atuam em diferentes tipos
de les@es. Cite e explique as principais vias de reparo de DNA.

As duas vias diferem na maneira pela qual a lesdo é removida do DNA. A primeira via € chamada de reparo por
excisao de bases e envolve uma bateria de enzimas denominadas DNA-glicosilases que pode catalisar as les6es por
remocdes hidroliticas. A etapa chave consiste na proje¢éo do nucleotideo alterado para fora da hélice.

A segunda via de reparo é chamada de reparo por excisao de nucleotideos. Ela pode corrigir alteracdes volumosas
na estrutura da dupla-hélice de DNA. Uma vez encontrada a lesdo volumosa, a DNA-helicase remove o
oligonucleotideo de fita simples contendo a leséo. O intervalo é corrigido pela DNA-polimerase e DNA-ligase.

6 - Quais sdo os principios basicos para que a recombinacao ocorra? Em qual outro processo, fundamental para a
passagem do cédigo genético, a recombinagéo é requisitada?

A recombinacdo homoéloga resulta na transferéncia de informacédo genética entre dois segmentos de DNA de dupla-
hélice com sequéncias nucleotidicas semelhantes. Tal processe é essencial para o reparo correto, livre de erros, de
cromossomos danificados em todas as células. A recombinacdo é fundamental para o entrecruzamento de
Cromossomaos que ocorre na meiose.

7 - As células séo responsivas a multiplos estimulos. Elas sdo capazes de monitorar seu meio interno e externo,
processar a informacéo adquirida e responder de forma adequada e altamente especifica. Citocinas sdo uma classe
importante de moléculas sinalizadoras. Nesse contexto, explique a ativagao da via de NFkB mediada por TNF-a.

O ligante TNF-aq, se liga a porgao extracelular do receptor de TNF-qa, e deflagra o rearranjo das caudas citosélicas do
receptor, 0 que recruta indmeras proteinas sinalizadoras intracelulares, resultando na ativacao da proteina-cinase
IKK, que fosforila e ativa IkB, o inibidor citosolico do NFkB. IKK é um heterotrimero formado por duas subunidades
cinase (IKKa e IKKB) e uma subunidade reguladora chamada de NEMO. A IKK(B fosforila duas serinas de IkB,
marcando-a para ubiquitinagdo e degradacéo proteassomal. Assim, o NFkB livre transloca para o nucleo onde, em
colaboracao com proteinas coativadoras, estimula a transcri¢cao de seus genes-alvo.

8 - As moléculas sinalizadoras podem ser de diferentes naturezas. O neurotransmissor acetilcolina, por exemplo,
pode atuar promovendo o relaxamento da musculatura lisa da parede de vasos sanguineos, mediado pelo 6xido
nitrico. Explique esse mecanismo celular.

Acetilcolina ativa o receptor muscarinico de acetilcolina (GPCR) expresso na superficie da célula endotelial. O
receptor ativado, ativa uma proteina G (Gq) que desencadeia a sintese de IP3 (inositol 1,4,5-trifosfato) e a liberagcéo
de Ca” do reticulo endoplasmatico. O aumento dos niveis de Ca*" ativa a enzima NO sintase (NOS) que desamina o
aminoacido arginina, convertendo-o em 6xido nitrico (NO). O NO se difunde rapidamente pela membrana da célula
endotelial para a membrana da célula muscular lisa adjacente, onde vai se ligar ao sitio ativo da enzima
guanililciclase, estimulando a sintese de GMP ciclico, que leva ao relaxamento muscular e, com isso, a dilatacado dos
vasos sanguineos.

9 - O que é o codigo de histonas? Inclua em sua resposta uma descrigdo da cromatina e seus papéis na regulagao
da expressao génica, incluindo mecanismos e defini¢des.

Na sua forma mais basica a transcricdo ocorre a partir de uma regido promotora e sequéncias adicionais
(préximas ou ndo), as que varios tipos de proteinas e complexos se ligam para iniciar a transcricdo de forma
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adequada em resposta a sinais celulares e-ou extracelulares. Porém, as sequéncias regulatérias ocorrem no contexto
estrutural formado pelo enovelamento do DNA nos nucleossomos (compostos por um tetrameo de H3-H4, dois
dimeros de H2A-H2B, e o DNA nele empacotado), e dos préprios nucleossomos sobre si mesmos formando o
filamento de 30 nm. H& varios mecanismos para viabilizar a transcricdo nesse contexto topolégico complexo. Um
deles é a formacédo de estados diferentes de cromatina. Por exemplo, regiées de eucromatina que concentram genes
“ativaveis” sdo menos compactas, e regides de heterocromatina que séo transcricionalmente silenciosas apresentam
cromatina altamente condensada (e coincidem em grande parte com teldomeros e centrdmeros). Ha dezenas de tipos
de modificagBes de histonas, sendo os mais estudados a acetilagdo e a metilacdo, que em geral tem papéis de
ativacéo e represséo, respectivamente. As caudas das histonas apresentam carga altamente positiva, conferindo alta
afinidade ao DNA que tem carga negativa. A acetilagdo neutraliza as cargas positivas, diminuindo a afinidade pelo
DNA e relaxando a estrutura das regides promotoras, o que facilita a transcricdo. Os niveis de transcricdo de um
gene ou regido podem ser correlacionados com o0s niveis de acetilacdo das histonas. A metilacdo, ao contrario,
resulta em estruturas mais compactas e inertes. Os padrdes de modificacbes das caudas das histonas conferem
informacéo sobre a organizacao-composicdo do transcritoma de uma célular. Dessa forma, o cédigo de histonas se
refere as diferentes modificacBes covalentes que ocorrem nas caudas das histonas e que modulam (positiva- ou
negativamente) os niveis de transcricdo ao afetarem a estrutura da cromatina proximo a promotores e sequéncias
pertinentes a regulacdo da transcricdo. A ligagdo de acetiladores pode ser propiciada/recrutada por complexos
proteicos (acentuassomos). Uma vez as regibes estdo mais abertas por acetiladores (como GCN5), complexos
remodeladores de cromatina (como SWI-SNF) podem reposicionar o nucleossomo de forma a liberar a ligacdo de
proteinas esséncias para o inicio da transcricdo, como CBP (coativadora) e TBP (Tata binding protein). As ilhas de
CpG séo regides com baixos niveis de metilacdo de citosina, e comumente coincidem com regiées promotoras.
Como a metilacdo de citosina esta correlacionada com cromatina inerte, sua auséncia indica uma configuracdo que
facilita, ou que é mais compativel, com a transcri¢ao.

10 - Seu gene favorito (SGF) codifica uma proteina, a SPF, que vocé suspeita seja um ativador transcricional. SPF
tem 4 dominios. Pensando nisso, que experimento vocé faria para gerar dados que apoiem ou refutem sua suspeita?
Para o experimento, vocé pode achar (til usar:

- 0 gene da proteina fluorescente verde (GFP) sob controle do promotor X;

- dominio de ligacao a DNA de ativador do promotor X;

Proponha o experimento e discuta como os resultados permitem concluir que SGF codifica ou ndo um ativador
transcricional, incluindo informac¢des sobre mecanismo de ativacdo da transcri¢éo.

SPF 1 - 2 .3. 4

g

o Dominio de ligagdo a DNA
afp > de ativador do promotor X

Os ativadores transcricionais apresentam dominios de ativacdo que trazem para o promotor uma série de
proteinas que permitem o inicio da transcricdo. O dominio de ativagcdo dos ativadores pode recrutar para o promotor
a TBP, permitindo a interagdo com o complexo TFIID e RNA polimerase Il. A agdo do dominio de ativagdo também
pode ocorrer mediante interagdo com um complexo mediador, que interage com a RNA polimerase Il e a recruta ao
promotor. Os ativadores transcricionais comumemente apresentam organizacdo modular: cada dominio pode exercer
sua funcdo de forma independente dos demais. Assim, se um dos dominios da SPF é um dominio de ativacdo, a
fusdo deste com um dominio de ligagdo a DNA que liga ao promotor X gerard uma fusdo que ativa o gene gfp e
resulta em acumulagéo de GFP, que sera proporcional aos niveis de transcricdo. Dessa forma, a deteccdo de GFP
sera um indicador que SPF é um ativador transcricional. O experimento para testar a hipotese envolve a construcéo
de pelo menos 4 hibridos (ver abaixo) e verificacao dos niveis de GFP que acumulam. Se a proteina for ativadora da
transcricdo, a fusdo 5 resultarda em acumulagdo de GFP. Além dessa, se o dominio de ativacédo for o dominio 1, a
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fus@o com ele também resultara na acumulacao de GFP. Seria esperado que as fusfes 2, 3 e 4 nao resultassem em
acumulacéo de GFP.

Fuséo 1. DLDAPX (dominio de ligagdo a DNA de ativador do promotor X) com o dominio 1

Fuséo 2. DLDAPX (dominio de ligacdo a DNA de ativador do promotor X) com o dominio 2

Fuséo 3. DLDAPX (dominio de ligacdo a DNA de ativador do promotor X) com o dominio 3

Fuséo 4. DLDAPX (dominio de ligacdo a DNA de ativador do promotor X) com o dominio 4

Fuséo 5. DLDAPX (dominio de ligacdo a DNA de ativador do promotor X) com a proteina SPF



