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Espelho de Resposta

Pontuacédo da Questéo 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¢des técnicas adequadas
sobre os seguintes pontos:

a) sera necessario utilizar um citbmetro do tipo Sorter por ser um equipamento capaz de separar
linfécitos com fendtipos especificos, correspondentes aos linfécitos T reguladores, com alta viabilidade
para uso pds-sorting. O procedimento deve ocorrer em ambiente estéril, pois os linfécitos T reguladores
pos-sorting deverdo ser utilizados no ensaio de cultivo celular in vitro para analise da sua funcao
reguladora. Um citbmetro convencional, apesar de identificar fenotipicamente os linfécitos T reguladores,
ndo é capaz de separar linfécitos especificos vidveis que possam ser recuperados em ambiente estéril

para experimentos posteriores.

b) para separacao dos linfocitos T reguladores por sorting sera necessario fazer a incubacédo das PBMC
com a combinacédo dos anticorpos adequada para o sorting e também o uso do marcador de viabilidade-
V510 para monitorar a viabilidade celular. Segundo as regras praticas para a selecdo de painéis de
marcacao mais adequados, a combinacao selecionada deve ser CD3-APC-H7, CD4-BV786, CD25-APC,
CD127-PE e CD8/CD14/CD19-PerCP. O marcador de viabilidade-V510 também deve ser empregado. O
sorting sera realizado no separador de células de alta capacidade, equipamento disponivel na
plataforma, utilizando-se como solucao isotdnica para o sorting PBS estéril, sendo que o procedimento
deve ser realizado em ambiente estéril. Para aquisicdo da amostra, sera necessario estabelecer a
estratégia de gates a ser utilizada durante o procedimento. Primeiramente, sera realizada a analise de
sele¢do de singletos por grafico bidimensional de tamanho em &rea versus tamanho em altura. Apés a
sele¢do dos singletos, um novo gréfico bidimensional sera construido, considerando tamanho versus

complexidade interna para a analise dos aspectos morfométricos das células, em que deverd ser



selecionada a populagéo de linfocitos totais, apresentando baixo tamanho e baixa complexidade interna.
ApoOs a selegdo de linfécitos totais, deverd ser construido grafico bidimensional, considerando as
seguintes combinacdes de anticorpos: CD3-APC-H7 versus CD8/CD14/CD19-PerCP em que a
populacao selecionada devera ser positiva para CD3 e negativa para os demais marcadores, excluindo
os tipos celulares que nado serdo contemplados na populacao de linfécitos T reguladores. A partir da
populacao de linfocitos T CD3+, devera ser construido um grafico bidimensional de CD4-BV786 versus
marcador de viabilidade celular-V510, em que sera selecionada a populagdo CD4+, negativa ou
apresentando baixa positividade para o marcador de viabilidade celular-vV510. A partir da sele¢do dos
linfocitos CD4+ viaveis, a proxima selecé@o sera realizada construindo-se um gréfico bidimensional de
CD25-APC versus CD127-PE em que devera ser selecionada a populagédo altamente positiva para CD25-
APC e com baixa expressdo de CD127-PE, caracteristicas fenotipicas de linfécitos T reguladores. Esta
selecao sera utilizada para dar inicio ao procedimento de separacédo dos linfécitos T reguladores pelo
equipamento em tubos plasticos, contendo pequeno volume de meio de cultura RPMI para garantir a
manutencdo de uma viabilidade celular alta. Ap6s o término da separacdo, a analise da pureza da
preparacdo serd realizada por meio de aquisicdo de uma aliquota da amostra pds-sorting ho mesmo
equipamento utilizado para o sorter e empregando a mesma combinacdo anteriormente utilizada de
marcadores (CD25-APC versus CD127-PE). Apés a certificacdo de que a separacéo foi obtida com os
parametros de pureza e viabilidade adequados (acima de 90% de pureza e 90% de viabilidade), os
linfécitos T reguladores purificados poderdo ser empregados para o cultivo celular in vitro e analise
posterior da sua fungéo reguladora, bem como para a andlise proteémica prevista. Embora a molécula
FoxP3 seja um marcador de linfécitos T reguladores, para este procedimento, este reagente ndo podera
ser utilizado, pois para sua detecc¢do seria necessario realizar a permeabilizacdo da membrana celular,
procedimento que inviabilizaria a manutencéo da viabilidade das células, essencial para o cultivo in vitro

pos-sorting requerido.

c) ap0ls a obtencéo dos linfocitos T reguladores purficados pés-sorting para que a analise protedmica
sejarealizada, algumas etapas devem ser seguidas. Inicialmente, serd realizada a extracéo de proteinas,
utilizando tampé&o de lise para a obtencéo de proteinas totais. Ap0s esse procedimento, devera ser
realizada a dosagem de proteinas totais para verificacdo da concentracéo de proteinas na amostra a ser
testada, por meio de kit comercial para dosagem de proteinas totais. Posteriormente, sera realizada a
reducdo das proteinas com ditiotreitol (DTT) e a alquilagdo com iodoacetamida (IAA). Em seguida, devera
ser realizada a digestéo enzimética das proteinas com tripsina, considerando uma concentragdo minima
de 50 microgramas de proteinas totais para execucdo desse procedimento com posterior remoc¢éo de
sais por coluna especifica. Posteriormente, a amostra sera precipitada pela incubacdo com &cido
trifluoroacético e os peptideos obtidos serdo aplicados no equipamento espectrdmetro de massas
acoplado a um cromatografo liquido de alta eficiéncia ultrassensivel (UHPLC), disponivel na Plataforma.
Primeiramente, os peptideos serdo aplicados no UHPLC por extracdo em fase sélida, com coluna
especifica, e eluidos com &acido trifluoroacético. Posteriormente, serdo submetidos & separacéo em
cromatografia liquida em coluna especifica e em gradiente de acetonitrila. Apés a separacdo dos
peptideos pelo UHPLC, os mesmos serao direcionados, por juncédo liquida, ao espectrdbmetro de massas
e submetidos a ionizagdo por eletrospray. Os espectros de ions precursores deverdo ser obtidos com

resolugdo adequada (minimo de 50.000) e exportados para a busca de identidades de proteinas,



utilizando-se software especifico, considerando-se os seguintes parametros: digestéo triptica; sitios de
clivagem perdidos (missed cleavages); carbamidometilagdo de residuos de cisteinas; oxidagdo de
metioninas; presenca de modificacdes pds-traducionais por peptideo; janela de tempo de retencéo;
tolerancia maxima de erro para ions precursores monoisotdpicos (MS1) e para fragmentacédo de ions
produtos (MS2). A busca de identidades devera ser filtrada com um False Discovery Rate (FDR) préximo
de 1% e valor de p <0,05. Os dados obtidos serdo comparados com base de dados acessivel e de
anotacgOes de alta qualidade sobre as sequéncias de proteinas humanas e as suas fungfes, destacando-
se as proteinas mais ou menos abundantes e a qual grupo principal de proteinas pertencem. Dessa
forma, sera obtida a andlise protedmica dos linfocitos T reguladores, conforme o servigo solicitado a

Plataforma.



