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Padrdo Resposta Preliminar as Questdes Discursivas
Bidlogo — Citometria de Fluxo

Questédo 1

a) Os resultados mostram diminuicdo da populagdo T CD8" no paciente com anemia de Fanconi
em relacdo ao paciente sadio.

b) Os resultados mostram uma leve diminuicdo da populacdo T CD4" no paciente com anemia de
Fanconi em relacdo ao paciente sadio. Essa diminuicdo nao deve ser significativa.

c) CD8"CD4.

d) N&o se pode obter nenhum esclarecimento sobre os linfécitos T regulatérios. Seria necessario
realizar marcacgdes com anticorpos anti-CD25 e anti-FoxP3, além do anti-CDA4.

Questéao 2

a) Na populagéo de linfocitos ou na populacdo representada em R3 no grafico CD56/CD16 ou na
populacdo CD56°/CD16".

b) Marcacéo direta com o anticorpo anti-CD16-PE e marcagéo indireta com um anticorpo primario
anti-CD56 humano purificado, seguido de um secundario contra o anticorpo primario conjugado

a FITC, ja que foi apresentado um dotplot do secundério para essa marcagao.

c) FL1 para a marcagdo contra CD56 e FL2 para a marcacdo contra CD16. Sim, precisou de
compensacao porque os canais de captura da fluorescéncia sédo adjacentes, e a compensagéo

elimina a mutua interferéncia nos respectivos canais de leitura da fluorescéncia.

d) Sim, a populacdo em questdo representa linfécitos NK, que s&@o células que expressam 0s
antigenos CD56 e CD16. Essas células nao apresentam antigenos CD3 e podem ser isoladas
das outras células do sangue como células CD3" CD56". Logo, poderiamos marca-las com os

anticorpos anti-CD3 e anti-CD56, separando a populagdo NK desejada.

Questéo 3

a) A amostra marcada com FITC (FL1) esta sendo lida pelo canal FL2. A quantidade de FL1 que é
captada pelo fotomultiplicador (PMT) de FL2 deve ser corrigida através da subtracdo
(compensacéo) do percentual de FL1 captado pelo PMT de FL2.

b) O corante PE esta sendo lido apenas pelo fotomultiplicador de FL2, ndo demonstrando nenhuma

interferéncia em FL1, por isso ndo é necessario realizar nenhuma compensacao.
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¢) O melhor procedimento para compensar as fluorescéncias requer amostras (células ou beads)
que sejam individualmente marcadas com um Unico fluorocromo separadamente, ou seja, uma

marcada com o fluorocromo que emite em FL1 e outra marcada com o fluorocromo que emite
em FL2.

Questéo 4

a) Quadrante I; pois no quadrante | observa-se baixa fluorescéncia do CFSE, o que indica que o
mesmo foi diluido conforme as células proliferaram.

b) Quadrante Il, pois observamos o CFSE com elevada fluorescéncia, ou seja, as células néo
proliferaram.

c) O CFSE se liga covalentemente a proteinas intracelulares e, apés a divisao celular, o CFSE da
célula mée é divido de forma equivalente entre as células-filhas, fazendo com que as células-

filhas tenham a metade da intensidade de fluorescéncia da célula-mée, e assim sucessivamente.

Questédo 5

a) Na citometria de fluxo, combinactes adequadas de corantes fluorescentes permitem a estimativa
de mdltiplos determinantes em cada célula, possibilitando distinguir diferentes tipos celulares em
populacdes de células mistas. Por ter alta velocidade de andlise, permite a separacdo de
células.

b)

1 — Alto custo;

2 — Curto periodo de viabilidade celular;

3 — Né&o é util para um pequeno nimero celular;
4 — Complexidade.

c) Pode contribuir para a deteccdo ou identificacdo de subtipos celulares na imunidade, nas
doencas autoimunes, nas imunodeficiéncias, nos estudos de histocompatibilidade e na
imunofenotipagem.



