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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 consideracdes técnicas
adequadas sobre 0s seguintes pontos:

Questéo 01

a) Scaffolds e Biotintas:

Scaffolds (arcabouc¢os): Sao estruturas tridimensionais que fornecem suporte mecanico e promovem
a adeséao, proliferacé@o e diferenciacéo celular. Podem ser produzidos a partir de diversos materiais,
como polimeros biodegradaveis, hidrogéis ou matriz extracelular natural, e sua arquitetura
tridimensional é crucial para mimetizar o microambiente celular nativo. Exemplos de materiais
comumente utilizados na fabricacdo de scaffolds incluem polimeros biodegradaveis, como poliacido
lactico (PLA), poli-caprolactona (PCL) e acido poliglicélico (PGA), hidrogéis, como gelatina e alginato,
e matriz extracelular natural, como o colageno.

e Porosidade: A porosidade do scaffold € crucial para permitir a difusdo de nutrientes, oxigénio
e metabdlitos, além de facilitar a migragcéo celular dentro do material. Ajustes na porosidade
podem ser feitos durante a fabricagcéo do scaffold para atender as necessidades especificas do
tecido a ser regenerado.

e Flexibilidade: A flexibilidade do scaffold pode variar dependendo da aplicacdo desejada. Para
tecidos como a cartilagem, um scaffold com certa rigidez pode ser necessario para suportar as
forcas mecéanicas, enquanto para tecidos como a pele, uma maior flexibilidade pode ser
preferivel.

e Caracteristicas Reolbdgicas: As caracteristicas reoldgicas do scaffold, como viscosidade e
tempo de gelificacéo, influenciam na sua capacidade de ser manipulado e moldado durante o
processo de fabricacdo. Essas propriedades devem ser ajustadas para garantir uma
distribuicao uniforme das células e dos biomateriais no scaffold.

As biotintas sdo compostas por uma combinacao de biomateriais, fatores de crescimento e nutrientes
gue fornecem um ambiente propicio para as células se desenvolverem. Os biomateriais podem incluir
colageno, gelatina, alginato, entre outros, enquanto os fatores de crescimento podem ser proteinas
como o fator de crescimento epidérmico (EGF) ou o fator de crescimento transformador beta (TGF-
beta). As biotintas sdo formuladas com uma combinacdo especifica de biomateriais, fatores de



crescimento e nutrientes para promover a adesao, proliferacao e diferenciacéo celular. A composicéo
das biotintas varia de acordo com a aplicacao pretendida e o tipo de células utilizadas, que podem
incluir células de linhagem celular especifica, células-tronco pluripotentes induzidas (iPSCs) ou células
primarias. Por exemplo, para regeneracdo 0ssea, biotintas contendo colageno, hidroxiapatita e fatores
de crescimento osteogénicos séo frequentemente empregadas.

Propriedades gerais: As biotintas devem possuir propriedades adequadas de viscosidade, pH
e osmolaridade para garantir a viabilidade e funcionalidade celular. Além disso, a capacidade
de gelificacéo controlada é importante para permitir a formacgéo do scaffold durante a impresséo
ou a moldagem.

Porosidade: A porosidade do material deve ser adequada aos dos tipos celulares que estéo
presentes na biotinta, também é crucial para permitir transporte de nutrientes, oxigénio e
metabolitos, além de facilitar a migracéo celular dentro do material

Flexibilidade: variavel, mas tende a ser alta.

Caracteristicas Reoldgicas: As caracteristicas reoldgicas da biotinta, como viscosidade e
tempo de gelificac¢éo, influenciam na sua capacidade de ser manipulada e moldada durante o
processo de fabricacdo. Essas propriedades devem ser ajustadas para garantir uma
distribuicao uniforme das células e dos biomateriais no construto.

b) Tipos celulares em um construto: os tipos celulares podem ser diversos dependendo de sua
aplicacéo

Células-Tronco Pluripotentes Induzidas (iPSCs): As células-tronco pluripotentes induzidas
sdo células adultas reprogramadas para um estado pluripotente, o que significa que tém a
capacidade de se diferenciar em praticamente qualquer tipo celular do corpo. Essas células
sdo altamente versateis e podem ser direcionadas para linhagens especificas, tornando-as
valiosas para a regeneracdo de uma ampla variedade de tecidos.

Células-Tronco Mesenquimais (MSCs): As células-tronco mesenquimais sdo encontradas
em varios tecidos, como a medula éssea, o tecido adiposo e o corddo umbilical. Elas possuem
capacidade de diferenciagdo em varios tipos celulares, incluindo osteoblastos, condroblastos e
adipdcitos, e também exibem propriedades imunomoduladoras e anti-inflamatérias, sendo Uteis
para a regeneracao de tecidos e modulagao da resposta imunolégica.

Células Progenitoras: Essas células tém um potencial de diferenciacdo mais limitado em
comparacdo com as células-tronco, mas ainda podem se diferenciar em tipos celulares
especificos. Por exemplo, células progenitoras hematopoiéticas podem dar origem a diferentes
tipos de células sanguineas, enquanto as células progenitoras neurais tém capacidade de se
diferenciar em células do sistema nervoso.

Células Primarias: Células primarias referem-se a células que sao isoladas diretamente de
um organismo, sem passar por processos de cultivo prolongado em laboratério. Isso inclui
células epiteliais, fibroblastos, condroblastos e muitos outros tipos celulares especificos de
cada tecido. Essas células mantém muitas das caracteristicas e funcionalidades do tecido
original, tornando-as valiosas para estudos de regeneragéo e engenharia de tecidos.

Insercédo das Células no Construto:

Encapsulamento durante a Produgéo das Biotintas: As células podem ser encapsuladas dentro
do scaffold durante a producdo das biotintas. Isso geralmente envolve a mistura das células
com os biomateriais antes da gelificacdo ou solidificacdo do material. Esse método permite
uma distribuicdo uniforme das células dentro do construto.

Mistura com o Material do Scaffold: Outra abordagem é a mistura das células com o material
do scaffold antes da solidificacdo. Nesse caso, as células sé@o incorporadas ao material do



scaffold e distribuidas homogeneamente antes da formacéo da estrutura tridimensional. Isso é
comum em scaffolds porosos, onde as células podem migrar e se proliferar ao longo do tempo.

¢ Impressao Direta durante a Bioimpressao: Durante a bioimpressao, as células sdo depositadas
diretamente no scaffold durante a deposicdo das camadas do material. Isso permite um
controle preciso sobre a distribuicdo das células dentro do construto e a criacdo de padrdes
especificos. Essa técnica é particularmente Util para a fabricagéo de construtos complexos com
multiplos tipos celulares.

c) A caracterizacdo de um construto biologicamente ativo e estruturado:

pode ser realizada por meio de analises morfolégicas, como uso de microscopia 6tica e técnicas
béasicas de histologia, microscopia confocal e de fluorescéncia para detalhar estruturas particulares de
tecidos, até o uso de microscopia eletrénica de varredura para avaliar a arquitetura tridimensional e a
distribuicao celular. Além disso, técnicas bioquimicas, como analise da expressdo génica e proteica,
por transcriptbmica e protedmica, podem ser empregadas para avaliar a funcionalidade das células e
a producdo de matriz extracelular. Testes funcionais também sdo essenciais para determinar a
capacidade do construto de desempenhar sua funcéo bioldgica, como ensaios de viabilidade celular,
diferenciacéo e resposta a estimulos externos.

d) Aplicacdo em Medicina Regenerativa vs. Modelo Baseado nos 3Rs:

Na medicina regenerativa, 0s construtos bioimpressos sao utilizados para reparar tecidos danificados
ou para regenerar 6rgaos lesionados, proporcionando uma abordagem personalizada e minimizando a
rejeicdo do hospedeiro. Essa abordagem personalizada permite a criacdo de tecidos e 6rgéos sob
medida para cada paciente, reduzindo a chance de rejei¢cdo do hospedeiro e melhorando os resultados
clinicos a longo prazo. Até o momento tem sido bastante aplicada para tecidos superficiais.

Na proposicédo de um modelo baseado nos 3Rs (Reducéo, Refinamento e Substituicdo), os construtos
bioimpressos séo utilizados como alternativa aos modelos animais em testes pré-clinicos. Isso se alinha
aos principios éticos da pesquisa cientifica e visa reduzir o nimero de animais utilizados, melhorar a
qualidade dos experimentos e, sempre que possivel, substituir completamente o uso de animais. Por
exemplo: Reducéo: A utilizagdo de construtos bioimpressos reduz a necessidade de experimentacéo
animal, uma vez que permitem a realizacdo de estudos mais precisos e relevantes in vitro.
Refinamento: Os modelos baseados em construtos bioimpressos podem ser refinados para simular
com maior fidelidade as condi¢8es fisioldgicas humanas, proporcionando resultados mais confiaveis e
reduzindo a variabilidade experimental. Substituicdo: Em muitos casos, os construtos bioimpressos
podem substituir completamente os modelos animais, especialmente em testes de eficacia de drogas,
toxicidade e biocompatibilidade.

Dessa forma, o uso de construtos bioimpressos contribui para a promogdo da ética na pesquisa,
reducdo dos custos associados aos testes em animais e aceleracdo do desenvolvimento de novas
terapias e medicamentos.

Questao 02

a) O Organ-on-chip € uma tecnologia avancada que consiste em miniaturizar 6rgdos humanos em um
chip, para simular o funcionamento fisioldgico de tecidos e 6rgaos especificos. Essa tecnologia permite
estudar doengas humanas de forma mais precisa e personalizada, além de reduzir a necessidade de
testes em animais.

O uso de Organ-on-chip (kidney-on-chip, gut-on-chip, etc) traz diversas vantagens para a Medicina de
Precisdo, como a possibilidade de testar a eficacia de medicamentos e terapias de forma rapida e
precisa, além de permitir o estudo do funcionamento de 6rgdos especificos e o estabelecimento de
estratégias terapéuticas personalizadas.

As desvantagens do uso de Organ-on-a-chip na medicina de precisdo podem incluir:



1) LimitagBes na replicacdo completa de todas as funcionalidades e complexidades dos o6rgaos
humanos: as versGes miniaturizadas dos érgaos podem nao ser capazes de reproduzir todas as
funcionalidades e interacdes presentes em um 6rgdo humano real.

2) Dificuldades na reproducédo de um ambiente completamente realista: os chips podem néo conseguir
replicar completamente o ambiente tridimensional, a vascularizagdo e a interagdo com outros sistemas
corporais presentes no organismo humano.

3) Custos elevados: a tecnologia envolvida na criagdo e manutencdo dos chips pode ser cara, o que
pode limitar sua utilizacdo em larga escala.
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b) As iPSCs séo células adultas reprogramadas geneticamente para adquirirem caracteristicas
semelhantes as células-tronco embrionarias, ou seja, a capacidade de se diferenciarem em qualquer
tipo de célula do corpo humano. A geracdo de iPSCs envolve a introducdo de fatores de transcrigdo
especificos nas células adultas, que reprogramam seu estado diferenciado para um estado
pluripotente.

A geracao de iPSCs envolve a introducéo de fatores de transcricdo especificos nas células adultas.
Esses fatores de transcricdo sao responsaveis por reprogramar o estado diferenciado das células
adultas para um estado pluripotente. Os fatores de transcricdo mais comumente utilizados séo:

1) Oct4 (Octamer-binding transcription factor 4);
2) Sox2 (SRY (sex determining region Y)-box 2);
3) KIf4 (Kruppel-like factor 4);

4) c-Myc (proto-oncogene Myc).

Esses fatores de transcrigdo, quando introduzidos nas células adultas, ativam uma cascata de eventos
moleculares que levam a reprogramac¢do do programa genético das células e a aquisicdo de
caracteristicas pluripotentes.

Existem vérias opcdes para gerar iPSCs:

- Reprogramacado baseada em virus: os fatores de transcricdo podem ser introduzidos nas células
adultas usando vetores virais, como retrovirus ou lentivirus. Esses virus carregam os genes dos fatores
de transcricdo e os entregam as células, permitindo sua expressao e reprogramacao celular.

- Reprogramacao baseada em RNA mensageiro (MRNA): em vez de usar vetores virais, 0s genes dos
fatores de transcricdo sdo transcritos in vitro e entregues as células como mRNA.

Esse método evita a integracao viral no genoma das células, o que pode ser indesejavel em algumas
aplicacoes.

- Reprogramacéo baseada em proteinas: os fatores de transcricdo podem ser produzidos e entregues
as células como proteinas recombinantes. Essas proteinas entram nas células e desencadeiam a
reprogramacéo celular.

- Reprogramacéo sem vetor: é possivel alcangar a reprogramacéo celular sem o uso de vetores ou
entrega de genes. Isso envolve o uso de pequenas moléculas que mimetizam a atividade dos fatores
de transcricdo e ativam a via de sinalizacéo responsavel pela manutengéo do estado pluripotente.



As iPSCs podem ser combinadas com a tecnologia Organ-on-a-Chip na Engenharia Biomédica,
aproveitando a capacidade dessas células de se diferenciarem em diferentes tipos de células do corpo
humano. As iPSCs podem ser direcionadas a se diferenciarem em células especificas de um 6rgao-
alvo, como células cardiacas, células hepaticas ou células renais. Essas células diferenciadas podem
entdo ser incorporadas em chips que simulam o ambiente fisioldgico desse orgao, possibilitando um
estudo mais preciso e personalizado da fisiopatologia de doencas.
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¢) A metodologia para diferenciar iPSC em neurdnios envolve uma série de etapas e protocolos

especificos. Geralmente, o processo de diferenciagdo consiste em direcionar as iPSC para a linhagem
neural por meio de tratamento com fatores de crescimento e moduladores de sinalizagao celular.

A primeira etapa é induzir a formacg&o de corpos neurais (CNs), que sédo agregados tridimensionais de
células que se assemelham a estruturas embrionarias precursoras do sistema nervoso. As iPSC séo
agregadas em suspensfes e cultivadas em meios de cultura que promovem a formacéo de CNs.
Durante esse processo, as células se organizam espontaneamente em camadas embrionarias,
diferenciando-se em precursores neurais.

A segunda etapa € direcionar a diferenciacdo dos precursores neurais para a linhagem neuronal
especifica desejada, como neurdnios corticais ou dopaminérgicos. Isso pode ser feito através da
manipulagdo de fatores de crescimento e moduladores de sinalizagao especificos, que promovem a
expressdo de genes relacionados a diferenciagdo neuronal.

Existem varios fatores utilizados para reprogramacao de células-tronco pluripotentes induzidas (iPSCs)
em neurbnios. Esses fatores incluem:

- Fatores de transcri¢do: Fatores de transcricdo sao proteinas que regulam a expresséo génica. Alguns
fatores de transcricdo importantes para a reprogramacéo de iPSCs em neurdnios séo o NEUROG2,
NGN2, BRN2, ASCL1, MYT1L, SOX2 e PAX6. Esses fatores promovem a transicdo das células
pluripotentes para um estado neural especifico.

- Fatores de crescimento e morfogénicos: Diferentes fatores de crescimento sdo utilizados para
direcionar a diferenciacdo das iPSCs em neurdnios especificos. Por exemplo, o fator de crescimento
bésico de fibroblastos (bFGF) é frequentemente utilizado para promover a proliferacao de precursores
neurais, enquanto o fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) pode ser adicionado para promover
a sobrevivéncia e o desenvolvimento dos neurdnios diferenciados.

- Inibidores de sinalizagdo: S&o utilizados inibidores de sinalizacdo de desenvolvimento embrionério,
como o inibidor de BMP (bone morphogenetic protein) e o inibidor de Wnt, para bloguear vias de
sinalizacao que inibem a diferenciagcéo neural e favorecer a formacgéo de células neurais.

Juntos, esses fatores de transcri¢éo, fatores de crescimento e inibidores de sinalizagdo trabalham em
sinergia para dirigir a reprogramacao e a diferenciagcdo das iPSCs em neurdnios. A combinacdo exata
desses fatores pode variar dependendo do protocolo experimental e do tipo de neurdnio desejado.

Para avaliar a funcionalidade das células ja diferenciadas, podem ser realizados testes e ensaios
especificos. Alguns dos métodos utilizados incluem:

- Imunofluorescéncia: utiliza-se a marcagdo de diferentes marcadores neuronais (como proteinas
especificas para neurdnios) através de anticorpos conjugados com fluoréforos. Essa técnica permite
visualizar a presenca e a organizacao das células neuronais.



- Microscopia Eletronica: pode ser realizada a fim de observar a ultraestrutura dos neurénios
diferenciados. Por meio desse método, é possivel observar detalhes intracelulares, como sinapses e
organelas.

- Eletrofisiologia: esse tipo de andlise permite medir a atividade elétrica das células neuronais. Isso
pode ser feito utilizando técnicas como o patch clamp, que permite registrar a atividade elétrica de um
Unico neurdnio, ou ensaios de analise de potenciais de agdo e correntes ibnicas.

- Cultura de células e testes funcionais: as células neuronais diferenciadas podem ser cultivadas em
condicdes adequadas para formacado de sinapses e circuitos neurais. Com isso, é possivel avaliar a
capacidade dessas células em formar sinapses funcionais, estabelecer conex8es sinapticas e
responder a estimulos elétricos ou quimicos.

Alguns desses marcadores incluem:
1) Marcadores de proteinas neuronais:

- BllI-Tubulina (TUJ1): Proteina estrutural de microtibulos expressa em neurénios em estagios iniciais
de desenvolvimento.

- MAP2 (Microtubule-Associated Protein 2): Proteina associada aos microtibulos em neurdnios
maduros e dendritos.

- NeuN: Proteina expressa em neurdnios maduros e terminais axonais.
- Synapsin |: Proteina associada a vesiculas sinapticas.
2) Marcacéo de receptores neurotransmissores:

- GABAérgicos: GAD65/67 (Acido Glutamico Decarboxilase 65/67), GABA A receptor subunits
(subunidades de receptores GABA A).

- Glutamatérgicos: GIuN1 (subunidade do receptor NMDA), VGLUT (transportador vesicular de
glutamato).

3) Marcadores de subtipos neuronais especificos:
- Dopaminérgicos: TH (Tirosina Hidroxilase), DAT (transportador de dopamina).
- Serotonérgicos: 5-HT (serotonina), SERT (transportador de serotonina).
- Colinérgicos: ChAT (colina acetiltransferase), VAChT (transportador vesicular de acetilcolina).

- GABAérgicos: GABAergic transcription factors, como GABAergic related genes (Gadl e Gad2).
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