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Espelho de Resposta

Pontuacdo da Questédo Discursiva conforme Anexo Il do Edital n° 2, de acordo com a Unidade
detentora da vaga.

Espera-se que o candidato, no desenvolvimento do tema, tenha feito considera¢fes técnicas adequadas
sobre os seguintes pontos:

Parte A:

(A) Interacdo dos Aminoacidos com a Membrana da Célula Tumoral e Caracteristicas

Fisico-Quimicas:

A membrana plasmatica das células tumorais geralmente apresenta uma carga
negativa devido a presenca de fosfolipidios aniénicos, como fosfatidilserina, e sulfatos
glicosaminoglicanos. Portanto, os aminoacidos que interagem melhor com essa
membrana sdo aqueles com carga positiva ou com propriedades hidrofébicas que

permitem uma interacdo favoravel com a superficie carregada negativamente.

Na sequéncia de 17 aminoacidos da toxina de escorpido (FLKLIPSLVKKSISAFK), os

aminoacidos mais propensos a interagir com a membrana tumoral seriam:

e Lisinhas (K): Estes aminoacidos carregados positivamente s&o altamente atraidos
pela carga negativa da membrana tumoral. Na sequéncia fornecida, temos quatro
residuos de lisina (K4, K9, K10, K17).

e Leucinas (L) e Fenilalaninas (F): Aminoacidos hidrofébicos, como L (residuos 2 e 5)

e F (residuos 1 e 16), sdo propensos a interagir com a porc¢ao lipidica hidrofébica



da membrana plasmaética. A interacao hidrofébica contribui para a penetracdo do

peptideo na membrana.
Caracteristicas Fisico-Quimicas Relevantes:

Carga Positiva: As lisinas (K) tém cadeias laterais amina carregadas positivamente, o

gue facilita a atracéo eletrostatica com a superficie tumoral carregada negativamente.

Hidrofobicidade: Aminoacidos como fenilalanina (F) e leucina (L) sao hidrofébicos,

promovendo interagbes com as porcdes lipidicas da membrana. Isso ajuda na

estabilizacdo do peptideo na membrana e facilita sua insercéo.

Duas Técnicas Protebmicas para Identificar a Estrutura Secundéria do Peptideo em
Solugao e Afinidade de Ligagdo com o Alvo:

e Dicroismo Circular (CD):
Objetivo: Determinar a estrutura secundaria do peptideo em solucéo.

Descricdo: A técnica de dicroismo circular mede a absorcdo diferencial da luz
polarizada circularmente por proteinas ou peptideos, fornecendo informacdes sobre a
quantidade de estruturas secundarias como a-hélices, folhas-B e estruturas
desordenadas. O espectro CD pode ajudar a determinar se o peptideo adota
conformacdes especificas em solucdo (ex: uma a-hélice que poderia ser necessaria

para sua atividade).

Vantagem: Réapida, requer pouca amostra, e pode ser usada para estudar peptideos

em diferentes condi¢es de solvente para simular ambientes bioldgicos.
e Ressonancia Plasménica de Superficie (SPR):

Obijetivo: Avaliar a afinidade de ligacdo do peptideo com a membrana tumoral ou um
receptor especifico.

Descricdo: SPR é uma técnica que permite medir interagcdes biomoleculares em tempo
real sem a necessidade de marcar as moléculas. Um dos parceiros da interacéo (neste
caso, o peptideo) é imobilizado em um sensor, enquanto a membrana ou receptores
celulares s@o passados sobre a superficie. A mudanca no indice de refracdo causada

pela ligacdo permite medir a cinética e a afinidade da interacéo.



Vantagem: Proporciona dados quantitativos sobre a afinidade de ligacdo, como as
constantes de dissociagdo (Kd), e permite estudar interagcdes em condi¢des proximas
ao ambiente fisioldgico.

¢ Interferometria de Biocamada (BLI)

Objetivo: Quantificacdo de afinidade e cinética de interacdo em um formato sem

microfluidica.

Descricdo: Técnica otica que mede interacbes biomoleculares em tempo real sem a
necessidade de rétulos. Ela utiliza biossensores de fibra o6tica, revestidos com uma
camada biocompativel, que detectam alteracdes na interferéncia de luz refletida

conforme biomoléculas se ligam ou dissociam na superficie do sensor.

Vantagem: Alta sensibilidade, menor risco de entupimento e possibilidade de recuperar
amostras. Ideal para analises de alto rendimento e intera¢des de longa duracgéo.

Parte B:
Marcadores Intracelulares e de Superficie:

Peptideos antitumorais derivados de toxinas podem ser projetados para se ligar a
proteinas ou receptores especificos, como marcadores tumorais que sao expressos de
forma diferencial em células cancerigenas. Ao desenvolver peptideos que se liguem
seletivamente a esses receptores (como HER2, EGFR ou PD-L1), é possivel usa-los

como sondas em citometria de fluxo para identificar e quantificar células tumorais.

Por exemplo, peptideos com afinidade por proteinas que estdo superexpressas na
superficie das células cancerigenas podem servir como marcadores de superficie,

permitindo a identificacdo precisa de células malignas em meio a células normais.

Aplicagao na Citometria de Fluxo:

Na técnica de citometria de fluxo, esses peptideos podem ser conjugados com
fluoréforos, o que permite a detec¢cdo da presenca de células tumorais em amostras de
tecido ou sangue. Ao atravessar o citbmetro, as células marcadas com os peptideos

fluorescentes emitem sinais que permitem quantificar a expressao dos receptores-alvo.



Diagnostico e Prognostico: A analise quantitativa de marcadores de superficie ou
intracelulares fornece dados valiosos para o diagnéstico de cancer, ajudando a definir
0 estdgio da doenca e sua agressividade. O acompanhamento do perfil de expresséo
desses marcadores ao longo do tempo também pode ser usado para monitorar a

resposta ao tratamento, fornecendo informacdes prognosticas.

Validacdo com Inteligéncia Artificial (IA): A 1A pode ser utilizada para analisar grandes
volumes de dados de citometria, permitindo identificar padrdes complexos de
expressao de marcadores. Isso pode melhorar a precisdo na escolha dos peptideos

mais eficazes e na interpretacao dos resultados clinicos.

Producdo de Versdes Modificadas do Peptideo: Para investigar se a atividade
antitumoral € mediada pela ligacdo a membrana ou via intracelular, versdes
modificadas do peptideo podem ser marcadas com fluorocromos especificos para

analise em citometria de fluxo.
Marcador Extracelular:
e Protocolo de Marcacéo:

1. Sintese do Peptideo: Sintetizar o peptideo com um marcador

fluorescente, como FITC ou APC.

2. Incubacéo: Incubar as células tumorais com o peptideo marcado por um
periodo adequado para permitir a ligacdo com o0s receptores de

membrana.
3. Lavagem: Lavar as células para remover o peptideo néo ligado.

4. Analise: Utilizar um citdmetro de fluxo para analisar a fluorescéncia e

verificar a ligacao do peptideo na superficie celular.
Marcador Intracelular:
e Protocolo de Marcacéo:

1. Permeabilizacdo da Célula: Utilizar um agente de permeabilizacéo

(como o Triton X-100) para permitir a entrada do peptideo nas células.



2. Incubacéao: Incubar as células permeabilizadas com o peptideo em
solugdo, novamente marcado com um fluorocromo como o Alexa Fluor
647.

3. Anélise por Citometria de Fluxo: Apos Ensaio, analisar a fluorescéncia
a fim de determinar a presenca do peptideo em compartimentos
intracelulares, como o citoplasma ou nucleos, a partir da emissédo de

fluorescéncia.

Esses protocolos possibilitam investigar simultaneamente como o peptideo atua tanto
na superficie celular quanto dentro da célula, e qual a sua eventual relacdo com a

atividade antitumoral observada.
Conclusao:

A abordagem combinada de caracterizac&o da toxina, uso de técnicas protedmicas e a
aplicacdo de citometria de fluxo para avaliar modificagdes no peptideo levariam a uma

melhor compreensao de suas propriedades e potencial terapéutico.



