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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 considera¢des técnicas
adequadas sobre 0s seguintes pontos:

Questéo 01

a)

b)

A caracterizagao do produto para avaliagdo pela agéncia reguladora (ANVISA) deve conter
aspectos que envolvem: esterilidade do produto, auséncia de contaminantes, tais como como
beads (magnéticas ou né&o), caracterizagdo do numero médio de copias do transgene por
célula, o percentual de células expressando o CAR, a caracterizacdo imunofenotipica das
células, caracterizacdo morfoldgica das células, caracterizagao cariotipicas, viabilidade celular,
avaliagao da presenga de endotoxinas e de virus competentes de replicagdo (RCRs). Evidéncia
de poténcia através de ensaios de lise celular de células alvo in vitro e evidéncias e agao
antitumoral em ensaios em modelos animais relevantes, tais como camundongos
imunodeficientes enxertados com tumores humanos. Em produtos congelados, avaliagdo da
viabilidade celular ao descongelamento, dados de estabilidade do produto congelado. E
desejavel também analise do padrao de integragéo do transgene.

Caracterizagdo molecular do numero de cépias do transgene, caracterizagdo imunofenotipica
das células, caracterizagdo do percentual de células expressando o CAR, avaliacdo de
esterilidade e da presenca de endotoxinas e de virus competentes de replicacédo (RCRs),
caracterizagao da viabilidade celular.

Questao 02

a)

O método de escolha neste caso, em geral sera, o vetor adenoassociado (AAV). Este vetor
pode ser encontrado em diferentes sorotipos, que possuem tropismos diferentes, e pode ser
produzido com altissimos titulos sendo utilizado, inclusive, para transferéncias génicas
sistémicas. A expressao do transgene pode ser limitada com o uso de promotores especificos
de cada tecido. Em tecidos ou células com baixa taxa de replicacdo, este vetor pode atingir
altas taxas de transducdo e manter a expressdo do transgene por longos periodos.
Considerado ndo integrativo, ha evidéncias de baixas taxas de integracdo. Uma desvantagem
deste vetor é sua pequena capacidade de carga genética, limitando o tamanho dos transgenes
a serem utilizados.



b)

c)

Outra opcdo a ser considerada compreende os vetores adenovirais. Também produzidos em
altos titulos, podem atingir altas taxas de transducao, com taxas despreziveis de integragéo no
genoma. Sao considerados muito mais imunogénicos e potencialmente toxicos do que os AAV.
Dependendo do tecido alvo, herpesvirus também podem ser considerados boas op¢8es devido
ao seu tropismo, especialmente para tecidos e células do sistema nervoso central. Estes
vetores, ndo integrativos, podem promover a expressao do transgene por longos periodos em
tecidos com baixa taxa de replicacao.

Nestas situagBes, os vetores retrovirais e lentivirais sdo as ferramentas de escolha. Com
capacidade intermediaria de carreamento de transgenes, a natureza integrativa destes vetores
permite que o transgene seja inserido no genoma da célula, garantindo sua expresséo a longo
prazo ainda que as células proliferem intensamente. Sua producao gera produtos com titulos
bem menores que os dos AAV.

Nesta categoria as escolhas mais indicadas seriam:

-Sistemas baseados em transposons, com a entrega do DNA alvo com sitios de
reconhecimento por parte da transposase. Para um funcionamento eficiente, tanto a
transposase (em forma de plasmideo, RNAmM ou proteina) deve ser entregue a célula através
de carreadores como nanoparticulas lipidicas, ou mesmo métodos como a eletroporacao.
Diferentes sistemas de transposons possuem diferentes capacidades de carga genética (de
intermediéria a grande) e padrdes semi-randdmicos diversos de integracdo do transgene.

- Sistemas baseados em CRISPR associados a DNA doador de forma a efetuar o processo de
recombinacdo homdloga, promovendo a integragéo sitio-dirigida do transgene. Também neste
sistema, a entrega da Cas9, do RNA guia (RNAg) e do DNA doador podem ser realizados
através de vetores adeno-associados carreando o DNA doador e codificando para a Cas9 e o
RNAg, através de nanoparticulas lipidicas ou através da co-eletroporacdo da
ribonucleoproteina e do DNA doador.



