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CONHECIMENTOS ESPECIFICOS

O medicamento que veio do leite

As proteinas sdo o verdadeiro petréleo da biotecnologia.

Durante grande parte de sua histdria de 30 anos, o setor luta para
conseguir um suprimento regular, tirando o maximo dessas
commodities de moléculas grandes, de linhas de células extraidas
de ovarios de hamsters e fontes similares. No fim da década
passada, com a chegada de uma nova classe de drogas baseadas
em proteinas, os anticorpos monoclonais, a demanda chegou a
superar a oferta. Ha décadas, cientistas que criaram a
eritropoetina recombinante para rejuvenescer os globulos
vermelhos e os anticorpos monoclonais para combater o cancer
buscam formas alternativas de producéo.

E possivel que um novo biorreator — um animal gerado

pela engenharia genética para produzir uma proteina terapéutica
no leite — finalmente satisfaga essa grande expectativa.
Em busca de maior eficiéncia, os pesquisadores notaram que as
glandulas mamarias de vacas, coelhas e cabras, entre outras,
podem tornar-se fabricas ideais de proteina, devido a sua
capacidade de produzir grandes quantidades de proteinas
complexas. Além disso, glandulas mamarias ndo necessitam da
atencdo constante exigida pelas culturas de células.

Scientific American Brasil, n.° 43, dez./2005 (com adaptagdes).

Acerca do assunto abordado no texto acima e de técnicas de
producdo de proteinas recombinantes, julgue os itens de 51 a 61.
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O wuso de técnicas de recombinagdo do acido
desoxirribonucléico (ADN) e a clonagem envolvendo
animais transgénicos representam avangos na produgéo de

biofarmacos e proteinas humanas.

Em bactérias, ha limita¢des nos processos de modificagdo
pos-traducionais de proteinas humanas recombinantes tais
como: glicosilagdo, carboxilagdo, fosforilagdo, sulfatagdo.

A obtencdo de animais transgé€nicos somente é possivel por
meio da microinjecéo de lentivirus ou transposons contendo
a seqiiéncia de ADN de interesse no pronticleo embrionario,
seguida da inje¢do do espermatozdide na regido
intracitoplasmatica do gameta feminino.

Apesar de maior exigéncia de manutengdo, a utilizacdo de
células transfectadas de ovario de hamster chinés (CHO) em
cultura ¢ uma metodologia mais eficiente na producdo de
proteinas recombinantes quando comparada aos sistemas
bacterianos e em animais transgénicos.

Uma vantagem do uso de bactérias transformadas é a sua
capacidade de clivar mais rapidamente as pro-proteinas dos
fatores de coagulacdo, dispensando um processamento
enzimatico posterior a extragao.
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Teoricamente, os fatores de coagulacdo VIII e IX sdo
passiveis de serem produzidos em ovelhas e cabras, porém
este método ainda ndo obteve nenhum resultado pratico
promissor.

A produgdo de proteinas humanas no leite de animais
transgénicos apresenta diversas vantagens para hemoterapia,
uma vez que, ao ser consumido pelo paciente, o leite pode
disponibilizar diretamente hemoproteinas e zimogénios da
coagulagio.

O custo de produgdo de hemoproteinas recombinantes
bioativas em animais transgénicos, uma vez estabelecida a
respectiva metodologia, ¢ mais baixo que em sistemas de
cultura de células.

O uso de animais transgénicos possibilitaria a producéo, em
larga escala, de albumina sérica humana, podendo substituir
a alta demanda de plasma para produgdo daquele
hemoderivado.

No método convencional, a producdo de proteinas
recombinantes é realizada em biorreatores contendo grande
quantidade de meio de cultura e uma matriz de fixagdo das
células e o monitoramento das condi¢des ambientais é
freqiiente.

A eritropoetina (EPO) produzida em leite de cabras poderia
sustentar a eritropoese em pacientes portadores de
hepatopatias, pois o figado é o principal drgéo secretor desse
horménio.

As células que compdem o sangue, ou células

hematopoiéticas, exibem caracteristicas diferentes de outras
células, tais como tempo de vida relativamente curto,
multiplicidade de tipos celulares e grande dispersdo no
organismo. Em um individuo normal, os niveis das células
maduras no sangue sdo mantidos dentro de limites estreitos e, em
resposta a emergéncias como perda sangiiinea ou infecgdes, os
tecidos hematopoiéticos sdo capazes de responder rapidamente
aumentando a produgdo celular, exigindo uma resposta
fisiolégica rapida e complexa para manutengéo da hemostasia.

M. A. Zago e D. T. Covas. Células-tronco: a nova fronteira
da medicina. Ed. Atheneu, 2006 (com adaptagdes)

Com relagdo ao assunto abordado no texto acima e aos
mecanismos de hematopoese, julgue os itens a seguir.
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A medula dssea, o sangue periférico, o sangue da placenta e
do corddo umbilical sdo fontes de células-tronco somaticas
para fins terapéuticos.

As células-tronco hematopoéticas, descobertas na década de
40 do século passado, s@o abundantes na medula Ossea,
representando cerca de 30% de sua composigao.

As células tronco da medula podem ser isoladas por meio de
técnicas de citometria de fluxo ou por método
imunomagnético, utilizando-se o receptor CD-34 como
marcador molecular.

A diferenciago in vitro de células hematopoéticas deve ser
induzida por vérias combinagdes de fatores de crescimento
em meio liquido contendo soro fetal bovino originando, apds
alguns dias, pequenas colonias de células hematopoéticas.

O PMO4 da familia PMO (proteinas morfogenéticas 6sseas)

¢ responsavel pela dispersdo das células tronco
hematopoéticas em cultura.
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Em um procedimento cirurgico eletivo de grande porte
foi necessaria a transfusdo de 1,5 L de sangue total e 0,5 L de
plasma fresco. A doagdo foi realizada oito dias antes devido a
dificuldades de obteng&o do tipo sanguineo B Rhnegativo. Foram
seis voluntarios, quatro com idades entre 19 e 46 anos, um de
17 anos e um de 65 anos. Todos ja eram doadores e, neste ano, ja
haviam realizado trés procedimentos de doagdo, ndo sendo
detectadas doengas hematologicas ou passiveis de transmissgo.

Com relagdo & situagdo apresentada e com base na Resolugéo
ANVISA RDC n.° 153/2004, julgue os itens subseqiientes.

67 O procedimento preferencial, no caso de cirurgias eletivas,
deve ser a transfusdo autologa, na qual as bolsas de sangue
poderdo conter o nome completo do paciente.

68 A doagdo ¢ permitida a menor de 18 anos de idade em
situacdes especiais, com prévia aceitacdo de um médico do
servigo e com justificativa por escrito na ficha do doador,
além da autorizacfo dos responsaveis legais.

69 O tempo de oito dias é suficiente para transpor o periodo de
janela imunoldgica da maioria das doencas transmitidas pelo
sangue, ndo havendo motivo de recusa do sangue de
doadores sem antecedentes.

70 A suspeita de presenga de anticorpos irregulares no sangue
de um dos doadores ¢ impeditivo para a sua utilizacdo em
procedimento de transfusdo.

71 O plasma fresco utilizado deve ser obtido a partir da
centrifugacdo da unidade de sangue e, obrigatoriamente,
compativel com as hemaécias do receptor.

O processo de triagem de sangue e hemoderivados vem
diminuindo os riscos de acidentes transfusionais, principalmente
relacionados a microrganismos. Acerca dos procedimentos e
metodologias empregados nessa triagem, julgue os itens
subseqiientes.

72 Os testes soroldgicos para se detectar agentes infecciosos
devem possuir as caracteristicas de alta sensibilidade e
especificidade, produzindo resultados rapidos e seguros.

73 O plasma podera ser utilizado na pesquisa e na producédo de
hemoderivados, mesmo quando reativo nos testes de triagem
para hepatite B, hepatite C, HIV-1 e HIV-2, doenca de
Chagas, sifilis, HTLV-I, HTLV-II.

74 O teste sorologico para maldria é obrigatdrio tanto em
regides endémicas sem transmissdo ativa como em areas ndo
endémicas.

75 A deteccdo da presenca do virus da hepatite B ¢ feita a partir
dos marcadores HbsAg e anti-HBc, enquanto que, para o
caso do virus da hepatite C (HCV), a identificagdo ocorre
somente por hibridagdo do ADN, ja que ndo existem
marcadores especificos para HCV.

76  Ostestes de triagem soroldgica devem ser realizados sempre
em duplicata, para garantir um resultado mais confidvel. Em
caso de reag8o positiva, o teste devera ser repetido.

Alguns anticorpos contra antigenos eritrocitarios
ocorrem no soro sanguineo sem que os individuos que os
apresentam tenham recebido, por via parenteral, heméacias com os
antigenos correspondentes. Esses sd@o denominados anticorpos
naturais. A maioria dos anticorpos circulantes, que definem os
grupos eritrocitarios, aparece como resultado da transfusdo de

sangue incompativel.

B. Beiguelman. Os sistemas sangiiineos eritrocitarios. 2003 (com adaptagdes).

Acerca do texto acima, das imunoglobulinas e dos processos

relacionados, julgue os itens seguintes.

77 As imunoglobulinas A, E e D ndo possuem importancia
hematoldgica direta, j4 que raramente estdo relacionadas
com processos de anemias hemoliticas auto-imunes e nio

formam anticorpos eritrocitarios imunes.

78 A resposta primaria ao contato com antigenos sanguineos é
realizada pela imunoglobulina G (IgG) e a resposta
secundaria, apds dois a cinco dias, ocorre por reagdo da

imunoglobulina M (IgM).

79 A transfusdo de sangue incompativel pode levar a hemolise,
por agdo do sistema complemento, podendo chegar ao

quadro de hiperbilirrubinemia.

80 Os anticorpos naturais sdo aqueles relacionados com os
grupos sanguineos do sistema ABO, importantes para
caracterizar a compatibilidade sanguinea entre doador e

receptor.

81 Grande parte das reagdes entre antigeno e anticorpo resulta
da fixag@o do sistema complemento, principalmente quando

essa reagdo envolve a IgG.

O uso de técnicas moleculares que envolvam o genoma, o
transcriptoma e o proteoma tém avangado drasticamente nas
ultimas décadas, permitindo a produgéo de novos biofarmacos e
de testes clinicos mais eficientes. Acerca das técnicas de
engenharia genética e de sua importancia para a hematologia,

julgue os itens de 82 a 91.

82 O teste de acido nucléico (NAT), apesar do alto custo, é

importante na identificacdo precoce do virus da
imunodeficiéncia humana e do virus da hepatite C no
plasma, sendo uma técnica mais sensivel que o ensaio

imunoenzimatico (EIE) de rotina.

83 Para confirmar

Trypanosoma cruzi, pode ser utilizada a técnica de western-

a contaminacdo do plasma pelo

blotting, que consiste na identifica¢do do acido ribonucléico,
ARN, do parasita a partir do cADN.
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84 O teste de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay),
pelo método de captura, € um dos testes mais utilizados na
triagem de unidades de sangue. Ele busca identificar os

em uma fase solida e

antigenos imobilizando-os

prosseguindo com marcag¢éo com um antiantigeno marcado.

85 Para facilitar a identificacdo de clones transformados, é
importante que o vetor de expressdo apresente uma
seqliéncia marcadora de sele¢do, como, por exemplo, um
gene de resisténcia a antibioticos.

86 A comparagdo prévia de seqiiéncia de ADN em bibliotecas
gendmicas e bancos de dados da Internet permite a exata
predicdo do fator XIII recombinante, garantindo-se um
produto idéntico a proteina humana.

87 A tecnologia de microarranjos utiliza microchips de ADN,
que podem diagnosticar simultaneamente dezenas e até
centenas de patdgenos contaminantes do sangue.

88 A técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) ja é
amplamente utilizada em hemocentros para diagnostico de
bactérias contaminantes do sangue.

89 Ousode colunas imunocromatograficas contendo anticorpos
monoclonais humanizados facilitaria o processo de
purificag@o dos fatores de coagulacdo e demais proteinas
plasmaticas de interesse.

90 A utilizacdo de fatores de coagulagdo recombinantes,
produzidos em grandes quantidades, poderia substituir os
hemoderivados atuais sem nenhum de contaminagdo do
paciente.

91 Eritrocitos contendo antigenos A e B podem ser convertidos
em hemdcias universais utilizando-se enzimas recombinantes
bacterianas da familia das glicosidases.

A respeito dos aspectos gerais do sangue humano e de seus
constituintes, julgue os itens que se seguem.

92 O plasma representa a por¢éo liquida do sangue obtida apds
a coagulag@o do sangue, ou seja, é a parte desprovida de
diversos fatores de coagulagdo, como o fibrinogénio.

93 Algumas patologias sdo passiveis de serem diagnosticadas
pela alteragdo na morfologia dos eritrdcitos, sendo essa
variagdo anormal denominada poiquilocitose.

94 O volume sanguineo pode ser determinado apds a injegdo de
cromo radioativo (Cr’') no paciente com subseqiiente
retirada de amostras de sangue e medigdo da radioatividade.

95 As hemacias maduras possuem ntcleo semelhante ao
encontrado em células de origem mesodérmica.

96 O volume corpuscular médio pode ser calculado pelarelagédo
entre hematocrito e o numero de eritrcitos.

Um estudo testou o efeito do fator X111 da coagulaggo na
cicatrizagdo de feridas incisas da pele de ratos tratados com
corticosteroide. Foi feita a avaliagdo quanto ao aspecto
histopatologico dos tecidos em cicatrizagdo e sua resisténcia a
tensdo. Nos experimentos foram utilizados 40 ratos Wistar,
divididos em quatro grupos: A, B, C e D, cada um composto por
10 ratos. No grupo A, foi administrado corticosteroide. No grupo
B, foi usado corticosterdide e fator XIII. No grupo C, foi injetado
fator XIII e, no grupo D, foi administrado placebo (controle). A
resisténcia a tensdo foi medida através de tensiometro

computadorizado e as alteragdes histopatologicas quantificadas

por analise digital.

A. C. Medeiros et. al. Efeito do fator XIII da coagulagiio na cicatrizacio da pele
de ratos em uso de corticosteréide. Rev. Col. Bras. Cir., 2002 (com adaptagdes)

Tendo como referéncia o texto acima, as metodologias de
pesquisa em saude, as boas praticas e ética em pesquisa de

medicamentos e novos farmacos, julgue os itens de 97 a 106.

97 A utilizag8o de animais de experimentacdo deve ser feita
respeitando-se as normas de bioterismo e de condugdo de

experimentos com animais de laboratério.

98 O fator XIII de coagulacdo, utilizado no experimento, deve
ser purificado a partir de sangue de ratos e, por isso, a
pesquisa ndo teria utilidade para conhecimento do fator XIII

em humanos.

99 A utilizagdo de um grupo controle, com administragdo de
placebo, ndo tem importdncia do ponto de vista dos
resultados, pois o objetivo é verificar a agdo do fator XIII na

cicatrizagdo da pele de ratos.

100 A verificagdo do efeito do fator XIII na cicatrizag@o da pele
em humanos exigiria autorizagdo do Conselho Nacional de

Etica em Pesquisa e do Comité de Etica em Pesquisa.

101 O estudo mencionado acima, ao utilizar ratos de diferentes
linhagens, n3o levou em consideragdo a variabilidade
genética intraespecifica, que poderia proporcionar diferentes

respostas a agéo do fator XIII e corticosterdides.

102 O objetivo central do experimento era verificar se os
corticosterdides possuem interagdo medicamentosa com o

fator XIII no processo de cicatrizagdo da pele.
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O fator XIII age na estabilizacdo do coagulo e sua
deficiéncia provoca um quadro clinico hemorragico

24 a 36 horas apds o trauma.

Em um estudo como o citado no texto, podem ser

administradas diferentes concentragdes das drogas,
buscando-se por essa metodologia, identificar a provavel

dose terapéutica do medicamento.

Um aspecto que pode gerar duvidas na avaliagdo dos
resultados € a tendenciosidade dos observadores. Elimina-se
este aspecto ocultando a identidade do grupo de animais dos

responsaveis pela analise histopatolégica.

Caso a droga tivesse seu efeito terapéutico comprovado,
esses dados deveriam compor o processo de registro do
medicamento, a ser encaminhado para analise da Agéncia

Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

Acerca dos fendmenos fisioldgicos e das caracteristicas gerais da

hematopoese, julgue os itens seguintes.
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A hematopoese € um processo continuo que visa substituir
os elementos figurados do sangue que possuem um tempo de

existéncia limitado.

Durante toda a idade adulta, a maior parte da producédo de
células sanguineas ocorre na medula dssea do fémur e da
tibia.

Os eritrocitos liberados pela medula 6ssea na circulagéo
estdo, em sua maioria, sob a forma de reticuldcitos,

transformando-se em eritrécitos maduros apds cerca de 24 a

48 horas.

A célula-tronco totipotente, localizada na medula 6ssea, €
capaz de diferenciar-se em unidades formadoras de coldnias

(UFC) blasticas e de células linféides e mieloides.

As células-tronco hematopoéticas, apds isoladas, podem ser
cultivadas em meio de cultura semi-solido contendo
metilcelulose e fatores de crescimentos especificos formando

colonias de células sangiiineas maduras.

O mecanismo dindmico e fisiolégico da hemostasia evita

hemorragias € mantém o sangue circulante na forma liquida. Se

esse equilibrio se rompe, pode haver a formagdo de um coagulo

ou trombo. A respeito da hemostasia, da fibrindlise e de

patologias associadas, julgue os itens subseqiientes.
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A insuficiéncia na producgdo de fatores VIII C e IX sdo
tipicos dos quadros de hemofilia A e hemofilia B,

respectivamente.

A formagdo do trombo corresponde a passagem do sangue
da forma liquida para forma em gel, havendo a acdo direta

de serinoproteases.

Os fatores de coagulacgéo do grupo I (grupo do fibrinogénio)
podem ser mantidos a temperatura ambiente apds seu

fracionamento, pois s@o moléculas termoestaveis.

A alta concentrag@o de peptideos circulantes, originados a
partir da degradacdo do fibrinogénio e da fibrina pela
plasmina, podem estimular a formagdo sistémica de

novos trombos.

A hemofilia, por -caracterizar-se como uma doenca
hereditaria ligada ao cromossomo X, afetara as filhas de um
casal formado por um homem normal e uma mulher

portadora do gene da hemofilia.

Na hemostasia secundaria, ocorre a formagéo do coagulo,
envolvendo a agregacdo plaquetéria induzida por ADP e

tromboxana A,.

A deficiéncia de vitamina K pode ter um efeito pro-
coagulante, diminuindo a gamacarboxila¢do da proteina C,

responsavel por inibir os fatores V e VIII.

A estreptoquinase, medicamento extraido de filtrado da
cultura de estreptococos do grupo C, possui acdo

fibrinolitica por ativar o fibrinogénio.

No processo fibrindlise, ha a participagdo essencial da
antitrombina III, um inibidor de proteases séricas que pode

ser potencializado pela acdo da heparina.
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