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CONCURSO PUBLICO

1 Confiraatentamente oseu caderno de provas objetivas, que é constituido de duas provas, da seguinte forma:
Conhecimentos Basicos, com 30 questdes, ordenadasde1a30.
Conhecimentos Especificos, com 40 questdes, ordenadasde31a70.

2 Quando autorizado pelo chefe de sala, no momento da identificagdo, escreva, no espago apropriado da folha de respostas, com a sua
caligrafiausual, a seguinte frase:

O descumprimento dessa instrugdo implicara a anulagdo das suas provas e a sua eliminagao do concurso.

3 Confira atentamente os seus dados pessoais e os dados identificadores de seu cargo/érea, transcritos acima, com o que esta registrado
em sua folha de respostas. Confira também o seu nome, o nome e o nimero de seu cargo/drea no rodapé de cada pagina numerada do
seu caderno de provas. Caso o caderno esteja incompleto, tenha qualquer defeito, ou apresente divergéncia quanto aos seus dados
pessoais ou aos dados identificadores de seu cargo/area, solicite ao fiscal de sala mais préximo que tome as providéncias cabiveis, pois
ndo serdo aceitas reclamacgdes posteriores nesse sentido.

Ndo se comunique com outros candidatos nem se levante sem autoriza¢do de fiscal de sala.

5 Naduragdodas provas, estd incluido o tempo destinado a identificagdo — que sera feita no decorrer das provas — e ao preenchimento
dafolhade respostas.

6 Aoterminar as provas, chame ofiscal de sala mais proximo, devolva-lhe a sua folha de respostas e deixe o local de provas.

A desobediéncia a qualquer uma das determinagdes constantes em edital, no caderno de provas ou na folha de respostas podera
\ implicar a anulagdo das suas provas. /

OBSERVAGOES

o N&o serdo conhecidos recursos em desacordo com o estabelecido em edital. . cespe U n B

Centro de Selecdn & de Promocao de Eventos

. Informagtes adicionais: telefone 0(XX) 61 3448-0100; Internel— www.cespe.unb,br,
. E permitida a reprodugéo deste material apenas para fins didaticos, desde que citada a fonte.
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Nas questdesde 31 a 70, marque, paracadauma, anicaop¢ado correta, de acordo com o respectivo comando. Para as devidas marcagdes,
use afolha de respostas, tnico documento valido para a corregdo das suas provas.

CONHECIMENTOS ESPECIFICOS

QUESTAO 31 .

Considerando que a microscopia eletrénica de transmisso (MET)
se diferencia da microscopia de luz em muitos aspectos, assinade a
0pcao que apresenta apenas elementos pertencentes a MET.

O utilizagdo de corantes, observagdo de material incluido em
parafina e cortado em micrétomo, uso de luz no espectro do
ultravioleta (UV)

® metaizagdo do material a ser observado, marcagdo com
anticorpos primarios e secundarios, observacdo de amostras
vivas

® uso defeixe de elétrons para a formag&o das imagens, uso de
solucBes de sais de metais pesados como contrastantes,
observacdo de cortes ultrafinos das amostras, de cerca 70 nm
de espessura

® secagem das amostras ao ponto critico, congelamento da
amostras em nitrogénio liquido, uso de sondas fluorescentes
associadas a anticorpos

@ uso de resinas hidrofilicas para inclusdo das amostras,
observacdo de amostras coradas com azul detoluidina, uso de
oligonucleotidios marcados com fluorocromos especificos

QUESTAO 32 1

NaMET, aimagem se forma quando

® umfeixedeelétronsatravessaaamostra, podendo ser desviado
pela interac8o com o0s agentes contrastantes presentes nessa
amostra. Nesse caso, aimagem éformadapor umacombinagdo
de elétrons que alcancam e ndo alcancam o écran do
microscépio.

® aamostraéatravessada por um feixe de elétrons, que colidem
com os elétrons dos 4&omos dessa amostra, provocando a
liberacdo de raios X. Nesse caso, a imagem € formada com
base na medi¢éo dos raios X emitidos pela amostra.

® um feixe de prétons € utilizado para atravessar a amostra e
provoca a desestabilizagdo do nlcleo dos &omos dessa
amostra; ocorre, entdo, a liberacdo de particulas pelo nicleo
desses atomos, a energia das particulas é captada e medida, e
aimagem é gerada com base nessas medices.

® um laser de dta poténcia é transmitido através da amostra
corantes especiais sdo utilizados para maximizar as cores
obtidas da amostra e um fotodetector recebe a imagem
formada, transimitindo-aparaum programaque aexibeemum
monitor de computador.

@ aamostraéatravessadapor umfeixe deelétronsquetrocamde
lugar com os el étrons das camadas mais externas dos aomos,
presentes na amostra biologica. Essa troca de posicéo
eletronica libera energia na forma de calor, fazendo que uma
imagem térmica sgja formada, a partir da amostra, com o
auxilio de um programa especifico.

QUESTAO 33 |

A microscopia€letrénicadevarredura(MEV) também utilizafeixe
de elétrons que interagem com a amostra. Na MEV, o feixe de

elétrons é emitido

O a partir de uma placa de ouro submetida a uma elevada
diferenca de potencial .

® termionicamente, a partir de um catodo (filamento) de
tungsténio ou hexaboreto de lantanio, acelerado por meio de
um anodo.

® afrio, apartir de uma placa de titanio submetida ao processo
de eletrolise quimica.

® a partir de uma bobina eletromagnética, pela qual elevada
corrente el étrica passa, removendo umanuvem el etrénica, que
€ atraida para a coluna do microscépio de varredura por
elevada carga positiva.

@ a partir de uma ampola de gas nebnio, que é submetida a

grande diferenca de potencial elétrico.

QUESTAO 34 |

O tungsténio, metal de escolha para a producado de filamentos para

microscopiael etronica, apresentacomo vantagens, paraessetipode

aplicacdo, entre outras, o fato de

O ser encontrado dissolvido na dgua do mar e ser facil de
purificar, sendo extremamente abundante para uso industrial.

® ter baixo ponto defusdo ealtaresisténciaatemperatura, sendo
ideal para uso como fonte emissora de elétrons.

©® ser metal refratéario ao calor e ter ata pressdo de vapor,
apresentando indice de desprendimento de elétrons el evado.

® possuir grande resisténcia a oxidagdo e elevado indice de
combinagdo com outros metais, sendo o metal de escolhapara
aproducdo de ligas metélicas.

@ ter ato ponto de fusdo e baixa pressdo de vapor, permitindo

que sgja aguecido para a emissao de elétrons.

Cargo 45: Pesquisador-Tecnologista em Metrologia e Qualidade — Area: Microscopia Eletronica
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QUESTAO 35 1

Na MEV tipica, durante a interacdo do feixe de elétrons com a
amostra, ocorre troca de energia entre o feixe de elétrons e a
amostra. Essa interacdo acarreta

O reflexdo de elétrons de ata energia por interacdo elastica,
emissdo de elétrons secundérios por interacdo inelastica e
emissdo de radiacdo eletromagnética.

® emissdo de particulas carregadas oriundas da desintegracdo
nucelar dosatomosdaamostra, emissdo deraiosUV eemissdo
de radiacdo térmica.

®© emissdo de fétons devido a mudanca de orbital dos elétrons,
emissao de particulas gama pel os niicleos atémicos e emissio
deraios X.

® emissdo de luz no comprimento de onda do UV, emissdo de
micro-ondas e emisséo de calor.

@ emissdo de fétons de baixa energia, emissdo de raios X e
emissdo de fétons nos comprimentos de onda de 560 nm a
650 nm.

QUESTAO 36 1

As imagens formadas a partir da MEV apresentam diferencas
significativas quando comparadas as imagens obtidas pela MET.
Nasimagensobtidaspor MEV, aprincipal caracteristicadaimagem
€ ser

O topogréfica, tipicamente da superficie da amostra, gerada em
tons de cinza e em trés dimensoes.

® plana, em duas dimensdes e colorida,
representando o interior da amostra.

® colorida, representativa das estruturas analisadas e em duas
dimensdes.

® composta por linhas de contorno, em duas dimensdes e em
preto e branco.

@ colorida, mostrando coresapenasemum comprimento deonda
selecionado pelo operador, ou sga uma imagem
exclusivamente do interior do material observado.

QUESTAO 37 .

O microscopio de varredura de dois feixes apresenta algumas
vantagenssobre o microscopio devarreduraconvencional . Assinale
a opcdo que descreve a configuracdo tipica para emisséo e a
natureza dos feixes.

tipicamente

® uma coluna Unica, com dois canhdes de emissdo de elétrons,
um de baixa e outra de alta voltagem.

® duas colunas, uma para emissao de elétrons em alto vacuo e
outra para emissao de elétrons em condicfes ambientais.

® uma coluna Unica, com dois canhdes de emissdo de elétrons,
sendo que osfeixes de el étrons séo emitidosintercal adamente,
cada um incidindo na amostra em momentos diferentes.

® umacolunaparao feixe primério de ions e uma colunapara o
feixe de elétrons.

@ duas colunas que emitem cada uma um feixe de ions, sendo
gue a aceleracdo dos ions na coluna priméria é feita por ata
voltagem e na secundéria ,por baixa voltagem.

QUESTAO 38 1

A reconstrucdo tridimensional de imagens em MET passou a ser
mais prética com o surgimento de microscépios de média e alta
voltagem. Nesse contexto, assinal e a opg¢éo corretacom relacdo ao
procedimento utilizado na tomografia de elétrons.

O Sio utilizados cortes extremamente delgados do material, a
amostra é fotografada com diferentes voltagens de aceleracéo
dos el étrons, as imagens sdo adquiridas por umacémera CCD
e utilizadas para a reconstrucdo tridimensional pelo
tomograma.

® Dentro da coluna do microscépio, encontram-se associadas
uma cdmera CCD de alta vel ocidade de registro de imagens e
uma lampada estroboscépica, 0 material € cortado em secfes
de cerca de 70 nm, e o feixe de elétrons é desativado no
momento da captura daimagem. A |ampada estroboscopica é
acionadae acamera capturaumasérie deimagensdo material.
Essas imagens serdo Uutilizadas para a reconstrucéo
tridimensional em um programa especifico.

® Sdo utilizados cortes espessos do material, de 1 pm a2 um.
Para a tomografia, o espécime é girado no eixo Y com
incremento de 2° de — 60 © a + 60 °. As imagens obtidas com
esse procedimento correspondem as diversas retas que
atravessam o volume do espécime e serdo utilizadas na
reconstrucéo pelo tomograma.

® So utilizados cortes espessos do material, de cercade 1 mm.
O espécime é colocado no porta-amostra e girado em angulo
de 90°; é obtida uma imagem a cada 90° do material, até que
ele tenha girado 360°. Essas imagens serdo carregadas em um
programa de reconstrucdo de imagem para gerar a imagem
definitiva.

@ A amostra cortada em espessura de rotina (cerca de 70 nm) €
colocada no porta-amostra para que se obtenhaumaimagem a
cada 10 s, sendo que, a cada imagem, ha uma variacéo da
corrente do filamento da ordem de 1 A. Ao fina, asimagens
sdo carregadas em um programa de reconstrucdo
tridimensional, que reconstréi aimagem final.

QUESTAO 39 |

As principais vantagens da tomografia de elétrons em relagéo a
reconstrucdo tridimensional a partir de cortes seriados incluem

O suapropriedadedegerar imagenscol oridas, mesmo utilizando-
se elétrons.

® ser capaz dereconstruir umaimagemtridimensional apartir de
uma Unica imagem capturada e com gasto minimo de tempo.

® ser maisprecisa, por utilizar imagens obtidas das emissdes de
raios X, e poder ser executada em menor tempo, sendo,
portanto, ideal para reconstruir moléculas como é&cido
desoxirribonucleico e proteinas.

® ser mais precisa, de tal modo que se mostra idea para
reconstrucdo atdbmica das moléculas contidas em amostra
biolégica ou em outros tipos de materiais, especialmente os
metalicos.

@ ser menos laboriosa, apresentar maior fidelidade e precisio,
especialmente em relacdo a estruturas delgadas e de grande
extensdo, como tlbulos T e reticulo endoplasmatico.

Cargo 45: Pesquisador-Tecnologista em Metrologia e Qualidade — Area: Microscopia Eletronica
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QUESTAO 40 1

Com referéncia aos requisitos basicos para a fixagdo de material
bi ol gico no processamento deamostras bi ol 6gi cas paraobservacao
por microscopia eletrénica, assinale a op¢ao correta.

® A luminosidade da sala onde o processamento serd realizado
deve ser mantidainalterada, porque as sol ugdes fixadoras séo
severamente afetadas pela exposicdo a luz; por isso, tanto o
estoque quanto 0 manuseio de tais solucdes devem ser feitos
em camaras escuras.

® O pH das solucdes fixadoras deve ser mantido inalterado,
porque materiais fixados em solugbes fixadoras néo
tamponadas sofrem profundas ateracbes, visto que a
acidificacdo da amostra precede a fixacdo e pode dissociar
moléculas, como, por exemplo, proteinas em peptidios de
menor peso molecular.

® O tempo de remocdo da amostra deve ser rigorosamente
controlado, por ser um fator critico em sua preservacao, visto
que, quanto mais tempo a amostra ficar fora das soluctes
fixadoras, exposta diretamente a0 ar, maior ser4 sua
preservacdo. O ar aindatraz o beneficio de oxidar asmoléculas
bioldgicas, evitando, dessa forma, sua dissecacao.

® O ponto de ebulicdo das solugdes fixadoras deve ser
cuidadosamente modificado pela adicdo de solutos néo
volateis, propriedade coligativa que determina o aumento da
capacidade de fixacdo do agente fixador por promover o
abaixamento do seu ponto de congelamento.

@ O tamanho da amostra em relagdo ao volume de solugdo
fixadora € um dos requerimentos basicos para a preservagéo
das amostras, desta forma deve obter o maior fragmento
possivel daamostrae fixa-|o com o menor volume possivel de
solucdo fixadora, desta forma o agente fixador que ndo é um
composto aditivo penetrard  na amostra fixando-a por
completo.

QUESTAO 41 1

Considerando que o pH das solugBes-tampdo esta sujeito a
variacBes sob determinadas condicdes, assinale a op¢ao correta.

0 Vistoqueo solventedasolugdo-tamp&oinfluenciadiretamente
0 pH da solugéo, deve-se fazer sempre solugdes em HCl para
manter o pH em torno de 7,2.

® Solugdes-tampdo sempre devem ser preparadas com solventes
organicos, que impedem a variagdo do pH e anda
proporcionam os efeitos sinérgicos de tamponamento e
desidratacéo simulténea no material bioldgico.

® A adicfo de cétions divalentes nos tampdes deve ser feita de
forma bastante abundante, notadamente com o uso de cloreto
de célcio, uma vez que elevadas concentracdes desses
elementos estabilizam o pH das solu¢es-tampéo.

® A temperatura influencia diretamente a constante de
dissociacdo (pKa) de uma solugdo-tampéo, visto que um
mesmo tampao pode variar até uma unidade de pH se estiver
a4°Coua3r°C.

@ OusodeHC! provocaaelevacéo do pH das sol ugbes-tampao;
por isso, tamp08es diferentes devem conter o mesmo volume de
HC( paraque o pH fique estével.

QUESTAO 42 1

Assinale a opcéo que contém algumas exigéncias para um “bom
tampdo” para uso no preparo de amostras bioldgicas para
microscopia eletronica.

® 15 e 3,0, baixa solubilidade em agua, suscetibilidade a
oxidagdo e altas concentragBes de aminas primarias que
possam reagir com o glutaraldeido, melhorando a fixac&o.

® 12e14,dtasolubilidadeemxilol, altacondutibilidadeelétrica
e efeito acentuado com ions presentes nas sol ugdes fixadoras.

©® 1e?2, dtasolubilidade em &gua, alta condutibilidade térmica,
baixo ponto de ebuli¢cdo e baixo ponto de congelamento.

® 05 e 2, mercirio bem solubilizado, ata condutibilidade
elétrica, baixo ponto de ebulicéo e ato ponto de fuso.

@ 6,0 e8,0, solubilidade méxima em &gua e minima em outros
solventes, resisténcia a oxidacdo e auséncia de aminas
primarias que possam reagir com o glutaraldeido, interferindo

na fixacgao.

QUESTAO 43 1

Durante o processamento de amostrasbiol dgicasparaMET, ocorre

a etapa de desidratacdo, que é

O uma etapa de transi¢do que visaremover a agua presente nas
amostras biol dgicas por meio de exposicéo dessas amostras a
temperatura de 60 °C por 30 min. Nessa temperatura, a perda
da &gua sera gradua e o material terd sua morfologia
preservada.

® umaetapadetransicdo que visaremover os lipidios presentes
nas amostras biolégicas por meio de sua substituicdo por
solventes organicos, de forma que as resinas de inclusio
possam ocupar 0s espagos antes ocupados por tais moléculas.

® umaetapade transi¢o que visa substituir a dgua presente nas
amostras biolégicas por um fluido miscivel com as resinas de
inclusdo, que sdo, namaioria das vezes, hidrofobicas.

® uma etapa intermedidria que visa remover as proteinas
encontradasno citoplasma, deformaareduzir aforgaosmotica
e, dessa forma, remover a agua presente nas amostras
biologicas.

@ aetapafina do processamento da amostrabioldgica, quevisa
remover os carboidratos presentes nas amostras biol égicas, de
forma a minimizar as cargas negativas da superficie das
membranas plasmaticas, o que permite ainclusdo do material
nas resinas hidrofobicas.

Cargo 45: Pesquisador-Tecnologista em Metrologia e Qualidade — Area: Microscopia Eletronica
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QUESTAO 44 1

No processamento de amostras bioldgicas para microscopia
eletrdnica, a escolha da acetona como agente desidratante tem a
desvantagem de essa substancia

O ndo ser voléil e ndo provocar a extragdo de lipidios dos
materiais.

® ndoser higroscopicaepreservar total mente o contetido lipidico
das amostras.

® apresentar alto ponto de ebulicdo (acimade 120 °C) e ndo ser
higroscopica.

® provocar menor retragdo nos tecidos e apresentar melhor
miscibilidade com aresina Epon.

@ ser higroscopicae apresentar baixamiscibilidade com aresina
Epon.

QUESTAO 45 :

O preparo de amostras biol 6gicas paraaandise pelaMEYV introduz
alguns elementos novos quando comparado ao processamento para
MET. Assinaleaop¢ao correspondenteaprocedi mentosexecutados
apenas no preparo de amostras para MEV convencional.

secagem pelo ponto critico e metalizagdo
fixac8o e inclusdo

infiltracdo e ultramicrotomia

fixac8o e desidratacdo

pos-fixacéo e desidratacéo

(m IO O T J>)

QUESTAO 46

A técnica que pode ser usada, na MET, para observar
macromoléculas isoladas e particulas virais a partir do preparo
dessas amostras integras, visando a uma representacdo
tridimensional, éa

microscopia de campo escuro.
contrastacdo negativa.
contrastacdo opositiva.
imunocitoquimica.
citoquimica ultraestrutural .

Q000009

QUESTAO 47 1

Na MET, para se observar particulas virais e macromoléculas, é
necessario o tratamento prévio dasgrades que receberdo o material,
gue consiste de

@ revestimento com ouro coloidal e poli-L-lisina.

® revestimento com uma camada de ouro de 20 nm e, em
seguida, pulverizadas com carbono.

® revestimento com peliculas de formvar ou colddio e, em
seguida, pulverizadas com carbono.

® pulverizagdo com carbono e, em seguida, revestimento com
poli-L-lisina.

O revestimento com anticorpos monoclonais e, em seguida,
metalizacao.

QUESTAO 48 1

NaMET, osreagentes utilizados naobservacdo de particulasvirais

incluem

O AC (é&cidocloridrico), PP (proteinato deprata), VR (vermelho
de ruténio), FC (ferritina cationizada).

® AP (&cido picrico), AOP (é&cido ortofosférico), NP (nitrato de
prata), PL (poli-L-lisina).

©® DMSO (dimetil sulféxido), EDTA (acido etilenodiaminotetra-
acetico), ASF (acido sulfaricofiltrado), ACF (&cido carbbnico
fluorizado).

® PTA (&cido fosfotungstico), SST (silicotungstato de sodio),
AM (molibdato de ambnia), UA (acetato de uranila) e UC
(citrato de uranila).

@ AF (&cido fluoridrico), SSK (silicotungstato de potassio), AC
(&cido cloridrico), PP (proteinato de prata).

QUESTAO 49 1

A técnica de freeze-dry corresponde

O ao congelamento lento de uma substancia, de forma que toda
a dgua sgja transformada em gelo, ficando o material seco.
Esse congelamento érealizado em cameraprépriacom pressao
atmosférica normal, com duragdo de 12 horas.

® a secagem de uma substéncia por congelamento rapido
mediado pela adic¢do de nitrogénio liquido diretamente sobre
0 material; com a agua no estado sdlido, o material é
considerado seco.

® ao descongelamento rapido de um material qualquer em
cadmeradealtatemperaturae pressdo. Nessascondi¢oes, ocorre
rapida evaporagdo da agua, mantendo-se todas as
caracteristicas estruturais do material.

® asecagem rgpidade um material por resfriamento, seguido de
um aquecimento lento; nessasituacdo o resfriamento condensa
a agua como gelo, e 0 aguecimento remove a agua por
evaporacdo, deixando o material completamente desidratado
mas preservando sua estrutura.

@ asecagemdeum material por congel amento rapido e remocéo
da proporcdo de qualquer solvente associado por direta
sublimag&o no vacuo, apartir dafase sblidaparaafase gasosa,

sem passar pelafase liquidaintermediéria.

Cargo 45: Pesquisador-Tecnologista em Metrologia e Qualidade — Area: Microscopia Eletronica
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QUESTAO 50 1

O processamento de material biolégico por congelamento redine
diversastécnicasamplamenteutilizadas. O principal obstaculo aser
evitado no congelamento de uma amostra bioldgica é

O aformagdo de cristais de gelo; o idea é que a &gua, ao se
congelar, atinja um estado amorfo, sem cristais, o que é
denominado vitrificac&o.

® queadguaseacongeladaem etapas, paraisso o resfriamento
devera ser seguido de sucessivos aquecimentos com um
congelamento final a 40 °C por 8 horas.

® que o congelamento sgja répido; o ideal € um congelamento
lento, que mantenhaaamostraentre astemperaturas de—30°C
€-140 °C o maior tempo possivel.

® aformacgdo de cristais de gelo, fazendo-se um congelamento
inicial brando, emtorno de—4 °C, €; em seguida, submetendo-
se a amostra a temperatura de -30 °C, de forma a
homogeneizar o congelamento.

@ o congelamento por tempo muito longo; o ideal é que a &gua
se congele por poucos segundos a temperatura de —4 °C; em
seguida, a temperatura deve ser lentamente elevada, para se
promover a evaporacdo da agua, preservando-se toda a
estrutura do material.

QUESTAO 51 .

Como o congelamento de materiais bioldgicos é importante para

a preservacao damorfologia, um aspecto critico, na obtencéo final
de um bom congelamento de amostras biolégicas, €

@ aquantidade de pressdo sobre o material biolgico.

® avariagdo lenta de temperatura sobre o material bioldgico.

® amanutencdo do estado de vacuo sobre o material biolGgico
antes do congelamento.

® arapidez no resfriamento do material biolbgico.

@ o0 aguecimento lento do material biolbgico congelado antes da
andlise.

QUESTAO 52 .

Oscompostos quimicos queinterferem comas propriedadesfisicas
da &gua, formando pontes de hidrogénio com ela e alterando o seu
ponto de congelamento, pertencem a classe dos

vitrificadores.
cristalizadores.

crioprotetores.

© ® © ©

acidificadores.

criogénios.

QUESTAO 53 1

Os reagentes mais comumente utilizados para evitar danos as

amostras biol 6gicas durante o processo do seu congelamento sdo

O 4cido acético, sulfato de cobre e permanganato de potassio.

©

glicerol, DM SO, dextran e sacarose.

® sulfato decobre, 6xido de enxofre, &cido fosforico ecloreto de
potéssio.

® cloreto de sodio, EDTA, fluoreto de célcio e amido.

@ manitol, sulfato de aluminio, PVDA e &cido carbonico.

QUESTAO 54 |

A criofraturaé umatécni ca baseada no congel amento das amostras

bioldgicas, particularmente Util para a andlise da estrutura das
membranas celulares por MET. Com referéncia as caracteristicas

fundamentais desse tipo de andlise, assinale a opcédo correta.

O Quando ascélulassdo congeladas efraturadas, afraturaocorre
sempre abaixo das membranas. Dessa forma, observa-se o
citoplasma da célula com todos os detalhes das organelas ali

imersas.

® Ao se congelarem e se fraturarem as células, 0 seu material
genético € exposto epor estar congelado, forma estruturas

filamentosas de fécil identificacdio naMET.

® Quando célulassdo congeladasefraturadas, afraturaocorrena
regido hidrofébica das membranas biol dgicas, separando seus
doisfolhetos. Dessaforma, € possivel identificar ndo apenasa
presencacomo também adistribuic¢do dasproteinascontidasna

membrana em questéo.

® Cédulascongeladas efraturadas expfem seu conteddo interno;
em seguida, aamostradeve ser descongel ada, fixadaeincluida
emresina. Dessaforma, asmembranas poder&o ser observadas

com maior detalhamento.

@ Cédulas congeladas e fraturadas expdem apenas seus
ribossomos com fitas de acido nucleico (RNA) associadas.
Esse material granuloso associado ao RNA filamentoso é
particularmente Util para o estudo do transporte de vesiculas

pela membrana plasmética.

Cargo 45: Pesquisador-Tecnologista em Metrologia e Qualidade — Area: Microscopia Eletronica

— 14—



UnB/CESPE — INMETRO

QUESTAO 55 1

O processo de sombreamento € a deposi¢éo

® deouroemcamadade 20 nm sobre asfacesdafratura, seguida
de deposicéo direta de carbono para aumentar a resisténcia
mecanica da amostra.

® deplatinaem angulo de 45° sobre as faces da fratura, seguida
de deposicdo direta de carbono também sobre as faces da
fratura para dar sustentacdo a camada de metal.

® diretadeplatinasobreasfacesdafratura, seguidadedeposicéo
de carbono em angulo de 45° para aumentar a condutibilidade
elétrica

® deplatinaem angulo de 45° sobre as faces da fratura, seguida
de deposicdo direta de ouro também sobre as faces da fratura
para aumentar a resisténcia mecanica do material.

@ diretade torio sobre as faces da fratura, seguida de deposicéo
direta de platina também sobre as faces da fratura para
aumentar aresisténcia el étrica do material.

QUESTAO 56 1

Na técnica de criorrelevo (etching profundo), para o sucesso do
preparo, a amostra deve ser submetida, sucessivamente a: fixagéo

O ultrarrdpida por impacto em superficie metdlica resfriada;
fratura em aparelho de criofratura; sublimacdo prolongada;
revestimento com platina e carbono.

® ultrarrapida por impacto em superficie metdlica resfriada;
fraturaem aparelho de criofratura; revestimento com carbono.

®© ltrarrapida por impacto em superficie metdlica resfriada;
sublimac&o prolongada; revestimento com platina e ouro.

® por imersdo; sublimagdo prolongada; revestimento com
platina.

@ ltrarrdpida, com imersdo em agente de resfriamento; fratura
emaparelho decriofratura; sublimac&o; metalizacdo comouro.

QUESTAO 57 .

Um dos fendbmenos observados com a agua durante seu
congelamento, que éreduzido pelatécnicade congelamento por alta

presséo, é

0 aumento da cristalizaggo.
0 aumento do ponto de congelamento para—180 °C.

0 aumento do ponto de congelamento para—220 °C.

© @ © ©

dissociacdo das ligaghes covalentes entre o hidrogénio e o
oxigénio.

@ areducdo daexpansdo do volume.

QUESTAO 58 1

A técnica de congelamento por jet-freezing apresenta algumas
desvantagens, dependendo do tipo de amostra utilizada. Assinalea

0pcao que apresenta duas dessas desvantagens.

® N&o é ideal para células livres, uma vez que 0 propano é
altamente téxico, promovendo profundas alteracBes
morfologicas nas células. Sua temperatura méaxima de
resfriamento € inferior a do nitrogénio liquido, por isso, é
menos eficiente para 0 congelamento do que o nitrogénio
liquido.

® E idea apenas para tecidos, uma vez que a rea maior das
amostras cria uma superficie de contato maior, o que distribui
de forma igua o resfriamento tanto na superficie como em
profundidade. O propano é um gés altamente volé&il e, para
manté-lo no estado liquido, € necessario um ambiente de alto
V&CUo, 0 que torna 0 equipamento grande e caro, € 0 processo

excess vamente demorado.

® N&o é propria para tecidos, uma vez gque as microgotas de
propano devem espahar-se uniformemente em torno do
material bioldgico, o que sb é conseguido perfeitamente com
as céulas livres. O propano apresenta caracteristicas
inflaméveis que tornam seu uso cautel 0so, requerendo locais
apropriados para esse fim.

© Eideal apenasparaamostrasjapré-fixadasquimicamente, uma
vez que o jato utilizado parao congelamento éfocal edebaixa
dispersdo, congelando lentamente as amostras. Aplica-se
apenas para tecidos: como o congelamento é focal, o tecido
transfere a baixa temperatura para todas as suas regides,
proporcionando congel amento homogéneo princi pal mente por
meio de sua profundidade.

@ A técnica éideal apenas para tecido vegetal com espessura
minima de 50 pm: a parede celular presente nas células
vegetais € um 6timo dispersante de temperatura. Dessaforma,
o0 congelamento da-se de forma homogénea em toda a
profundidade do material. O propano € altamente toxico para
as células vivas;, por isso, 0 material devera ser fixado
guimicamente antes de submetido a essa técnica de

congelamento.
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QUESTAO 59

Na técnica de congelamento conhecida como spray-freezing,

(A]

0 criogénio liquido fica no interior de um recipiente de cobre
ou latéo, e o material bioldgico € langado em forma de spray
sobre ele. Em seguida, faz-se a evaporacdo do agente
criogénico com o uso de uma bomba de vacuo rotatéria,
deixando, no recipiente, as pequenas gotas congeladas do
espécime que deverdo ser processadas imediatamente.

o material bioldgico ficanointerior de um recipiente de cobre,
€ 0 agente criogénico é langado em forma de spray sobre ele.
Em seguida, faz-se a evaporacdo do agente criogénico,
elevando-se a temperatura da cABmara. No recipiente, ficaréo
pequenas gotas congeladas do espécime que poderdo ser
armazenadas a temperatura de -20 °C por
indeterminado.

tempo

o material bioldgico ficano interior de um recipiente de latdo,
€ 0 agente criogénico é gotejado sobre ele. Em seguida, faz-se
a evaporacdo do agente criogénico, lancando-se um spray de
ar a temperatura ambiente sobre a amostra. As amostras
dever&o ser recolhidasimediatamente el evadas paraumaetapa
de fixag&o quimica

o material biolégico ficano interior de uma cABmara onde sera
criado véacuo, e o agente criogénico seralancado sobre ele em
forma de spray. Em seguida, faz-se a reducdo do vacuo e a
evaporacao do agente por meio do preenchimento da camera
com acetona a —20 °C. A temperatura na camera devera ser
elevada para a evaporacdo total da acetona e o material deve
seguir imediatamente para outras etapas de processamento.

0 material bioldgico fica no interior de uma camara onde
haveraaumento de pressao, e, em seguida, 0 agente criogénico
élancado sobre ele em forma de spray. A presso é reduzida,
e atemperatura, elevada para 37 “C simultaneamente com a
entrada na camara do agente fixador glutaraldeido. Apds
30min, o material deveraser removido e seguir imediatamente
para outras etapas de processamento.

QUESTAO 60 1

A crioultramicrotomia dispensa que as amostras passem por
determinadas etapas de processamento rotineiro para microscopia
eletronica. As principais etapas do processamento de rotina para
microscopia €eletrénica que sdo dispensadas a0 se utilizar a
crioultramicrotomia sdo

®@ © ® © ©

0 congelamento, afixacdo e ainclusdo.
afixacdo, a pos-fixacdo e o congelamento.
adesidratacdo, o congelamento e ainclusdo.

0 congelamento, a contrastacdo e a desidratacao.
apos-fixacdo, a desidratagéo e ainclusio.

QUESTAO 61 1

No processamento de amostras biol égicas, a crioultramicrotomia

(A]

proporciona corte ultrafinos, de cercade 1 nm de espessura, o
gue facilita de forma excepcional ainteracdo da amostracom
o feixe de el étrons na microscopia el etronica.

promove aremocao das camadas de membranas dos espécimes
encontrados na amostra biologica, expondo o contelido do
citoplasma, tornando o material ideal para andlise por MEV.
€ ideal para o corte de suspensdo de macromoléculas e
particulas virais congeladas, devido a sua capacidade de corte
proporcionar se¢fes de 1 nm.

proporciona a preservacdo e a acessibilidade de sondas
macromoleculares tais como anticorpos, lectinas e
oligonuclectideos as estruturas intracel ulares das amostras.
proporciona a preservacdo das amostras, uma vez que a
temperatura do material é elevada rapidamente para a
temperaturaambiente, facilitando dessaformaaobtencdesdas
secdes que preservam a acessibilidade de sondas
macromoleculares tais como anticorpos, lectinas e lipidios as
estruturas intracel ulares das amostras.

QUESTAO 62 1

A citoquimica ultraestrutural

(A]

se baseia no uso de lecitinas acopladas a ouro coloidal, o que
permite a marcagdo e alocalizagdo da maioria das moléculas
biolégicas presentes nas amostras. Essa técnica € restrita a
analise pelo microscopio eletrénico de transmissao.

explora as similaridades entre as propriedades quimicas das
moléculas bioldgicas por meio do uso de marcadores
eletrondensos. Essa abordagem € capaz de detectar
simultaneamente diversos grupos de moléculas nas amostras
analisadas; no entanto, técnica restringe a andlise do
material aMEV.

explora as diferentes propriedades quimicas das moléculas
bioldgicas, ou suas particul ares atividades, por meio do uso de
marcadores eletrondensos ou granulosos que podem se
associar as proprias moléculas ou aos seus produtos, de forma
arevelar asualocalizag8o na amostra analisada. Essa técnica
é visivel namicroscopia eletronica.

utilizaaafinidade entre as moléculas de biotina e avidinapara
aidentificacdo exclusiva de material genético. Nessa técnica,
€ possivel marcar tanto moléculas de DNA quanto moléculas
de RNA mensageiro; no entanto, ndo é possivel identificar
moléculas de RNA transportador devido a seu dobramento
especifico.

exploraas semel hangas entre as moléculasdelipidios, ou sgja,
suahidrofobicidade, para, dessaforma, localizé-lanaamostra.
A técnica produz um precipitado insolGvel e eletrolucente, de
formaafacilitar a observagdo e alocalizacdo dos lipidios nas
amostras biol dgicas.
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QUESTAO 63 1

Os principios usados para a deteccéo de enzimas ou seus substratos

pela citoquimica ultraestrutural incluem

O aprecipitacio demetal pesado no sitio de atividade enzimética
eaconjugacdo daenzimaaouro coloidal paraalocalizacéo de
diversos substratos celulares.

® a conjungacdo de oligonucleotidios a ouro coloidal e a
utilizac8o de perdxido de hidrogénio radioativo, de modo que
0 microscopio detecta a emissdo da particula e localiza a
atividade enzimética

® aincubacdo daamostraem solucdo deouro coloidal querevela
exclusivamente alocalizag8o das proteinas e a conjugagdo de
acetato de uranila a substratos especificos, de forma a
promover alocalizagdo da atividade enzimatica.

® a conjugagdo de peroxidase a ouro coloidal, que revela os
sitios antigénicos presentes nas amostras biolégicas, e a
precipitacdo de prata sobre a amostra devido a sua ata
afinidade por enzimas.

@ a precipitagdo de componentes insollveis nas membranas
celulares e autilizag&o de substratos radioativos que, ao serem
degradados pelas enzimas, liberaram particulas que seréo

captadas e terdo sualocalizacao definida pelo microscépio.

QUESTAO 64 1

A filipina € um antibiético poliénico utilizado nas técnicas de

citoquimica devido a sua capacidade de ligacdo especifica com
determinado grupo de moléculas. Assinale a opgao que apresenta

0 grupo de moléculas de ligacdo dafilipina.

monossacaridios e polissacaridios de cadeias ramificadas
colesterol e outros b-hidroxi-esteréis
fosfolipidios saturados e hidroxilas livres

proteinas e fragmentos de peptidios

@ © © © ©

DNA e RNA

QUESTAO 65 1

Carboidratos desempenham importante papel nos sistemas
biolégicos. Nesse sentido, as metodologias de deteccdo de
carboidratos em amostras biolégicas contemplam o uso

aternativo de

fosfatase alcalina, tetroxido de ésmio ou glicerina.
® tampéo imidazol, proteinato de prata ou dinitrofenal.

® solugdo de inosina-5-difosfato, tampdo maleato ou tampéo
acetato.

® solucdo deferro coloidal, ferritina cationizadaou vermelho de
ruténio.

@ solugdo de B-glicerofosfato, e p-nitrocathecol sulfato ou

trimetafosfato de sodio.

QUESTAO 66 1

A imunocitoguimica é o processo de deteccdo de uma molécula

avo

O por meio da utilizagdo de um lipidio especifico, que se
encontrard marcado com compostos que fornecam
eletrondensidade para MET ou para a formacdo de elétrons

secundarios ou retroespalhados em MEV.

® por meio da utilizacdo de uma lecitina que se encontrard
marcada com compostos que fornecam el etrondensidade para
MET ou formagéo de el étrons secundarios ou retroespal hados

emMEV.

® com eletrondensidade suficiente para ser identificada pela
MET ou para a formagdo de elétrons secundérios ou
retroespalhados em MEV.

® por meio dautilizagcdo de umfeixedeions detectado por MEV
ou pelaemissdo deraios X paraa MET.

@ por meio da utilizagdo de um anticorpo que se encontrara
marcado com compostos que fornecam el etrondensidade para
MET ou para a formagdo de elétrons secundérios ou

retroespalhados MEV.

Cargo 45: Pesquisador-Tecnologista em Metrologia e Qualidade — Area: Microscopia Eletronica

17—



UnB/CESPE — INMETRO

QUESTAO 67 1

AstécnicasdeimunocitoquimicautilizadasnaMET estao divididas

em dois grandes grupos. Essesgrupos sdo compostos pel astécnicas

de congelamento e de incluséo.
de fixacdo quimica e de fixagdo fisica.
com resinas hidrofilicas e com resinas hidrofébicas.

de pré-fixacdo e de pbés-desidratacéo.

@ © @ © ©

de pré-inclusdo e de pés-inclusdo.

QUESTAO 68

O fixador glutaraldeido é o fixador de escolha para o preparo de
amostras para microscopia el etrénica de rotina. Assinale a opcao
gue indica a desvantagem em utilizar esse fixador para as reagdes

de imunocitoquimica.

® Por setratar de um fixador forte (di-aldeido,) a fixagdo com
glutaraldeido cria ligagdes cruzadas inter e intramoleculares.
Embora ligagBes sgjam boas para a preservagéo
estrutural, elas modificam a estrutura molecular de
determinadas mol écul as, mascarando osseussitiosantigénicos.

® Por setratar de um fixador fraco, afixag8o com glutaraldeido
ndo preserva de forma adequada as amostras hioldgicas,
devendo ser usado em seu lugar o citrato de chumbo; caso
contrério, o glutaraldeido promovera a degradacdo das
mol écul as contidas na amostra, inviabilizando a sua detecgéo.

® Por setratar de um agente desidratante, o glutaraldeido n&o
pode ser usado como fixador. Asamostras dever&o ser fixadas
em cacodilato de sodio, que mantém integras as propriedades
antigénicas das amostras biol 6gicas.

® Por se tratar de um agente de captura, o glutaraldeido &
utilizado apenas nas reacdes de revelacdo de atividade
enzimética, ndo podendo ser utilizado nas reacGes de
imunocitoquimica.

@ Por setratar de umtampao, o glutaraldeido € utilizado apenas
para lavar a amostras, ndo sendo utilizado na fixagcdo. No
entanto, ele é o tampéo adequado para lavar as amostras nas

técnicas de imunocitoquimica.

QUESTAO 69 1

Embora ndo seja usual, é possivel detectar antigenos em amostras

processadas rotineiramente para MET e incluidas em resina
hidrofdbica. As solugdes mais utilizadas para se preparar aamostra

para esse procedimento sdo

O perdxido de enxofre entre 1% e 4%, solugdo aguosa de &cido
cloridrico a 1%, solucdo saturada de bicarbonato de sodio e
solucgéo saturada de NaOH em acetona.

® perdxido de hidrogénio entre 1% e 4%, solucdo aguosa de
acido periddico al%, solucdo saturada de metaperiodado de
sodio e solugdo saturada de NaOH em etanol.

® sulfetodehidrogénioal0%, solu¢do aquosade écidofosforico
a 1%, solucao saturada de oxal ato de calcio e solucdo saturada
de &cido carbdnico em etanol.

® perdxido de enxofread%, solucéo agquosade acido fluoridrico
a 25%, solugdo saturada de carbonato de potéssio e solucéo
saturada de &cido acético em etanol.

@ perdxido de hidrogénio a’50%, solugéo aquosade écido | &tico
a 10%, solucdo saturada de fluoreto de sddio e solucéo

saturada de écido férmico em etanol.

QUESTAO 70 1

No método de contrastacdo utilizado para amostras submetidas as

técnicas de imunocitoquimica, faz-se aincubacdo das amostras

® por cercade 12 horas em citrato de chumbo em atmosfera de
CO, e, em seguida, em acetato de uranila (15% em etanol) por
5min.

® por cerca de 1 hora em tampéo citrato e, em seguida, em
acetato de cobre (5% em agua) por 20 min.

® por cercade 20 min a 30 min em acetato de uranila (5% em
agua) e 5 min em citrato de chumbo.

® por cercade 20 min a30 min em cloreto de magnésio (5% em
agua) e 5 min em nitrato de prata a 10% em agua.

@ por 2 horas em solucdo aquosa de acido hipofosférico a 10%

e 5 min em carbonato de célcio.
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