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Em um laboratério de Imunologia Tumoral, um pesquisador estudou aspectos da Anemia de Fanconi.
Comparando um paciente portador dessa doenga, representado nos graficos D, E e F, e um paciente
saudavel (controle), representado nos graficos A, B e C, ele estudou o envolvimento dos linfocitos nessa
patologia. As marcagbes diretas observadas em FL1 sdo de células incubadas com anticorpo anti-CD4
humano conjugado a FITC, e as observadas em FL3 sdo de células incubadas com anticorpo anti-CD8
humano conjugado a PerCP (graficos C e F). Em B e E observam-se os controles negativos para as duas
marcagdes. A e B sdo dotplots da populacéo de linfocitos com gate.
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Com base nessas informacdes e nos graficos, responda as questées a seguir.

a) Indique o que esta acontecendo com os linfécitos T CD8" do paciente com anemia de Fanconi em
relagdo ao paciente sadio. (2,0 pontos)

b) Indique o que se observa em relac&o aos linfocitos T CD4" comparando os resultados do paciente com
anemia de Fanconi em relag&o ao paciente sadio. (2.0 pontos)

¢) Indique o fendtipo das células em R10 nos graficos C e F. (2.0 pontos)

d) Com base nessa analise, indique se é possivel afirmar que ocorreu alguma alteragdo nos linfocitos T
regulatorios, justificando sua resposta. (3.0 pontos)

Um pesquisador obteve como resultado de um experimento os graficos de citometria de fluxo apresentados
a seguir. Considere que as células da janela (gate) FSCxSSC estdo marcadas com os seguintes anticorpos:

¢ anti-CD56 humano e anticorpo secundario ligado a FITC.

¢ anti-CD16 humano ligado a PE.
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Com base nessas informagdes e nos graficos, responda as questdes a seguir.

a) Indique em qual populagao celular esta inserida a populacédo de interesse da pesquisa. (1,0 pontos)

b) Explique os tipos de marcagdes que se observam nesse experimento. (2,0 pontos)
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Indique qual canal corresponde a cada fluorocromo utilizado no grafico CD56/CD16 e explique se a

c)
compensacao é necessaria. (3,0 pontos)

Indique se existe outra estratégia de marcagéo para determinar essa populagdo celular e justifique sua

d)
resposta. (3,0 pontos)

Alguns anticorpos, quando utilizados em conjunto com outros, necessitam realizar sua compensagéo para

uma correta analise dos dados adquiridos, conforme representado nos graficos a seguir.
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Com base nessas informacdes e nos graficos, responda as questdes a seguir.
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a) Um bidlogo esta passando uma amostra marcada com FITC e observou um resultado igual ao
representado no grafico A. Nesse caso, explique o erro que ocorreu e indique o procedimento a ser

adotado pelo biélogo para corrigi-lo. (2,0 pontos)

b) Apds o bidlogo passar uma amostra marcada com PE, observou um resultado conforme demonstrado
no grafico B. Nesse caso, explique o que ocorreu nessa leitura. (3.0 pontos)

Indique o melhor procedimento para realizar a compensag¢ao de amostras marcadas com fluorocromos
que emitem fluorescéncia em FL1 e outro fluorocromo que emite em FL2. (4,0 pontos)

c)

04|

Através da técnica de citometria de fluxo é possivel avaliar a proliferacdo de células, conforme mostra o
grafico a seguir.
3
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CFSE (succinimidil éster de carboxifluoresceina)

Com base nessa informacgao e no gréfico, responda as questbes a seguir.
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a) Indique em qual quadrante observam-se células CD4" em proliferacéo e justifique sua resposta. (2.5 pontos)

b) Indique em qual quadrante observa-se maior concentracdo de células CD4" que nado proliferaram e

justifique sua resposta. (2.5 pontos)

c) Explique como é possivel, a partir da marcagdo com CFSE, identificar células em proliferag&o. (4,0 pontos)

05|
A citometria de fluxo é considerada um método de aquisicdo multiparamétrica e de analise de dados

multivariados.
Com base nessas informacdes, responda as questbes a seguir.

a) Expliqgue a importancia da citometria de fluxo para os estudos celulares clinicos e de pesquisa. (3.5 pontos)

b) Cite 02 (duas) desvantagens metodolégicas da citometria de fluxo. (2,0 ponto)
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Explique como a citometria pode contribuir para a pesquisa em Imunologia. (3.5 pontos)

c)
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