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CONHECIMENTOS ESPECIFICOS

A Dbiologia celular estuda a estrutura, as fungdes e o
funcionamento das células nos seres vivos. Com o avango da
tecnologia microscopica e o auxilio das técnicas de
citoquimica, a biologia celular tornou-se mais especifica e as
estruturas celulares, mais estudadas. Acerca desse tema, julgue
os itens subsequentes.
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A fluidez da bicamada lipidica da membrana celular ¢
essencial na transducdo de sinal para uma grande
variedade de moléculas biologicamente ativas, as quais
ativam fungdes celulares como a diferenciacdo ¢ a
proliferagdo celular. As células tumorais tém
caracteristicamente um aumento da fluidez e uma
diminuic&o da estabilidade da membrana citoplasmatica.

As enzimas dos lisossomos variam com o tipo de célula.
Porém todas tém atividade enzimética em pH 5,0 e as mais
comuns sdo fosfatase acida, ribonuclease, protease e
lipase.

Quando as células de defesa como os macrofagos do
sangue humano englobam uma bactéria por pinocitose,
forma-se no interior da célula um pequeno vacuolo
denominado pinossomo.

As mitocdndrias sdo organelas presentes em todos os seres
vivos, sendo responsaveis pela geragdo da maior parte da
energia, que ¢ convertida em ATP e calor por meio de
fosforilagdo oxidativa.

Polirribossomos so grupos de ribossomos unidos por uma
molécula de RNA mensageiro. Os polirribossomos
traduzem mRNAs que codificam proteinas para serem
segregadas nas cisternas do reticulo endoplasmatico
rugoso.

Algumas células ativam a capacidade de apoptose que
seria como uma morte programada. Esse fendmeno, apesar
de destruir a célula, tem grande importancia para as
fungdes normais do organismo.

As imunoglobulinas s&o anticorpos de origem humana, obtidos
de plasma com concentragdes adequadas de anticorpos para a
doenga contra a qual se quer estabelecer imunidade, ou de
origem animal, sob prévia imunizag&o ativa. A respeito desse
tema, julgue os itens a seguir.
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As imunoglobulinas s@o cadeias de polipeptidios. Cada
unidade de imunoglobulina (mondmero) compde-se de
duas cadeias leves e duas pesadas, ligadas por pontes
dissulfidricas.

As cadeias leves e pesadas da molécula das
imunoglobulinas caracterizam a classe do anticorpo, sendo
que as cadeias leves determinam a classe dos anticorpos
IgG, IgM, IgA, IgD, IgE.

Quando imunoglobulinas se unem formando dimeros,
trimeros ou pentdmeros, o nimero de antigenos a que o
anticorpo podera ligar-se aumenta. Esse fendmeno se
chama valéncia de um anticorpo.

Receptores de linfocitos B possuem a mesma estrutura de
imunoglobulinas, mais especificamente de IgG e IgD,
diferindo apenas em um prolongamento a mais na cadeia
pesada para poder se ancorar na superficie do linfocito.

De acordo com a sua estrutura, as imunoglobulinas podem ser

classificadas em classes,

sendo que cada uma delas possui

caracteristicas diferenciadas quanto a estrutura e a fungdo na
imunologia. Acerca das fung¢des das classes de imunoglobulinas, julgue
0s itens seguintes.
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A imunoglobulina IgE é monomérica com um dominio a mais. Ela
encontra-se ligada a mastocitos e basofilos, podendo ser encontrada
no cordio umbilical, nas mucosas e no colostro.

A IgA pode-se apresentar de forma monomérica ou polimérica. Ela
nfo fixa complemento pela via classica, mas agregados dessa
imunoglobulina podem fixar complemento pela via alternativa.
Normalmente ela ¢ encontrada em niveis elevados na presenga de
infec¢des parasitarias.

A IgG se apresenta em forma de mondmeros e as subclasses
diferem no numero de pontes dissulfeto e no comprimento da
regido da dobradica. Ela é considerada a mais versatil
imunoglobulina porque ¢ capaz de realizar todas as func¢des das
moléculas de imunoglobulinas. A IgG corresponde a 75% das
imunoglobulinas presentes no soro.

A estrutura da IgD existe somente como um mondmero. Ela ¢
encontrada em baixos niveis no soro, onde seu papel ¢ duvidoso.
Em infecgdes cronicas, seu nivel diminui consideravelmente.

A citometria de fluxo, tecnologia baseada no emprego de radiagéo laser,
fluxo hidrodindmico, o6tica, substancias fluorescentes (fluorocromos)
e recursos de informatica, ¢ utilizada para determinar algumas
caracteristicas estruturais e funcionais de particulas biologicas.
A respeito desse tema, julgue os itens que se seguem.
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Os citdmetros atuais mais sofisticados podem possuir até dezesseis
detectores em simultdneo, o que permite analisar multiplas
possibilidades de caracteristicas celulares e(ou) componentes
celulares de um elevado niimero de células de forma individual.

Além do laser, componentes eletronicos, computadores e filtros
oticos tém um papel essencial no rendimento dos citdmetros de
fluxo. A fungdo de alguns filtros € absorver alguns comprimentos
de onda e deixar passar a luz com o comprimento de onda de
interesse. A qualidade de tais filtros ¢ da maior importancia na
citometria de fluxo.

A citometria de fluxo pode ser usada para determinadas células
em suspensdo, promovendo, por meio da analise de tamanho,
granulosidade e intensidade de fluorescéncia dessas células, a sua
identificagdo, mas nfo a sua quantificagdo.

O citémetro de fluxo ¢ um aparelho utilizado para avaliagdo da
emissdo de fluorescéncia das células. Alguns aparelhos sdo capazes
de separar fisicamente as células, de acordo com as suas
caracteristicas morfoldgicas.

Os fluorocromos para citometria de fluxo oferecem um método
sensivel para obter informag@o acerca da estrutura, fungdo e
vitalidade das células. Fluorocromos de ligagdo covalente, devido
a sua composi¢do molecular especial, unem-se a determinados
componentes celulares, enquanto os fluorocromos que néo se ligam
covalentemente sdo reativos e usados para marcar proteinas,
lipidios ou outras moléculas bioldgicas. O fluorocromo mais
empregado ¢ a fluoresceina.

Alguns tipos de fluorocromos utilizados na citometria de fluxo séo
a fluoresceina, a rodamina, Texas red, a hematoxilina, cianinas, a
ficoeritrina e, mais recentemente, tem ocorrido o uso de sondas de
DNA unidas a fluoresceina e os anticorpos antibromodeoxiuridina.
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A citometria de fluxo possibilita analisar o conteudo de DNA e
RNA, definir em que posi¢do do ciclo celular a célula se encontra,
analisar cromossomos, determinar células cancerigenas que
apresentem alteragdes na sua taxa normal de DNA e células que se
encontrem em processo de morte programada (apoptose) ou
necrose. Acerca desse tema, julgue os proximos itens.

61 A amostra analisada em citometria de fluxo deve-se encontrar
em forma de suspensdo. Existem amostras que precisam de um
minimo de processamento, como o sangue periférico, amedula
ossea, ou outros fluidos biologicos, enquanto tumores sélidos
ou amostras parafinadas ndo podem ser analisados com esse
método por necessitarem de degradagdo mecanica forte para
garantir a suspensao.

62 Um procedimento padrio de deteccdo de patologias na
citometria de fluxo pode ser descrito da seguinte maneira: as
células que serdio analisadas se acoplam a um fluorocromo,
diretamente ou por meio de uma proteina, geralmente um
anticorpo monoclonal que reconhece um epitopo especifico da
célula; posteriormente, as células suspensas em uma solugéo
fisioldgica sdo injetadas em um sistema de fluidos para serem
expostas individualmente a um jato de luz focalizada (/aser),
o qual, ao chocar-se com cada célula, se desvia, sendo essa
mudanga de diregZo registrada por detectores especiais.

63 As técnicas de citometria de fluxo t€m sido utilizadas para
determinar a contagem diferencial de células damedula dssea e
a maturagdo de megacariocitos, quantificar a taxa
de proliferagdo celular e detectar e diferenciar leucemias e
sindromes mielodisplasicas.

64 Uma das vantagens da citometria de fluxo em analisar células
individualmente consiste na detec¢do de varios estados
fisioldgicos celulares intermediarios que realmente existem
em determinada populagdo, descobrindo assim uma
heterogeneidade nunca antes revelada.

65 A metodologia da citometria de fluxo, apesar do seu alto custo,
de ndo analisar quantitativamente e da necessidade de técnicos
especializados, permite uma andlise rapida, eficiente e
qualitativa de células em suspenséo, tendo ampla aplicagdo na
hematologia.

Quanto as bases bioldgicas celulares do transplante de células-
tronco hematopoéticas (CTHs), julgue os itens que se seguem.

66 Utilizando-se técnicas de citometria de fluxo e cell sorting, é
possivel selecionar uma populagéo enriquecida de CTHs com
o uso do corante Hoechst 33342, ou, alternativamente, iodeto
de propideo.

67 A obtenc¢fio de CTHs destinadas a transplantes pode ser feita a
partir de sangue periférico. Nesse caso, é necessario submeter
o doador a tratamento para mobilizacdo das células de
interesse.

68 O sangue do corddo umbilical somente pode ser utilizado como
fonte de CTHs para transplantes aut6logos, pois, em casos
alogénicos, tal medida elicitaria a doenga do enxerto contra
hospedeiro (graft-versus-host disease), por causa da
diversidade celular ali presente.

69 As CTHs destinadas a transplantes devem, obrigatoriamente,
sofrer o processo de criopreservagéo antes de serem enxertadas
em novo hospedeiro.

70 A criopreservagdo de CTHs requer o uso de um agente
anticongelante, como o dimetilsuféxido (DMSO), e
armazenagem em fireezer mecanico a —80 °C ou tanque de
nitrogénio liquido.

Julgue os itens a seguir, relativos a sangue e hematopoese.
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Todos os elementos figurados do sangue provém de CTHs, que
podem ser definidas funcionalmente, em humanos, pela
presenca do antigeno de superficie CD34, ausénica de CD38
e auséncia de antigenos do tipo Lin (Lineage).

Assumindo-se que parte da hematopoese fetal humana ocorre
no figado, do ponto de vista bioldgico, esse 6rgdo poderia ser
utilizado como fonte de CTHs, porém, ha 6bvios impedimentos
éticos para tanto.

Na hematopoese, CTHs indiferenciadas podem dar origem a
progenitoras comprometidas das linhagens linfoides ou
mieloides, originando, neste caso, apds ciclos de expansdo e
diferenciag@o, plaquetas, basodfilos, eosinofilos, NK (natural
killers) e macrofagos, entre outros.

Na medula 6ssea, as CTHs se encontram em um hicho,
constituido em grande parte por células estromais que secretam
uma matriz rica em moléculas de adesdo e interleucinas, com
finalidade unica de prover suporte fisico.

Na medula 6éssea, pode ser observada uma hierarquia local
durante a maturacdo das CTHs. As mais imaturas (mais
primitivas) encontram-se muito distantes de tecidos vasculares,
enquanto que o processo de maturagdo faz que elas se
aproximem destes.

Com relagdo aos principios da separagéo celular por cell sorting,

julgue os préximos itens.
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A partir de uma amostra heterogénea de células, uma
subpopulagdo pode ser selecionada por suas caracteristicas
fisicas e(ou) fenotipicas, tais como granulosidade e expressdo
de marcadores de superficie.

Quando se deseja obter a maior quantidade possivel de células
de interesse cuja ocorréncia em uma amostra ¢ em geral
reduzida, pode-se realizar o cell sorting no modo operacional
de enriquecimento, enrich mode, nos citdbmetros nos quais essa

opgdo esteja disponivel.

Cell sorting pode ser realizado por deflexdo eletrostatica ou
divergéncia mecanica do fluxo. Nesse caso, além de obter-se
um numero maior de células totais selecionadas, a quantidade
relativa de células de interesse (positivas reais) ¢ maior.

Julgue os itens subsequentes, acerca das técnicas de marcacdo para

a analise por citometria de fluxo.
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O uso de detergentes fracos, como a saponina, ¢ recomendado
para a marcac@o de moléculas intracelulares.

O alaranjado de acridina ¢ corante inespecifico, que pode se
ligar tanto em DNA quanto em RNA, o que podera deturpar
uma andlise do conteido de DNA por citometria de fluxo.

A utilizagdo de EGTA no tampao de preparacdo de células a
serem marcadas com indo-1 ndo é recomendada porque podera
influenciar o resultado da analise.
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Julgue os itens sebsequentes, Acerca de cell sorting.

82 Citometros podem utilizar componentes mecéanicos para
realizar o cell sorting, como, por exemplo, bragcos mecanicos
que se movem e coletam parte do fluxo, no caso de eventos
positivos.

83 Cell sorting por deflex@o eletrostatica depende do chamado
break off point, ou seja, do ponto onde o fluxo passa a fluir
gota a gota, porém independe da amplitude do transdutor.

Sobre os lasers e espectros de emissdo e excitagdo dos corantes
utilizados em citometria de fluxo, julgue os itens que se seguem.

84 O principio do deslocamento de Stokes ¢ a base para utilizagdo
de lasers e fluor6foros em citometria de fluxo.

85 A compensagdo € necessaria quando sdo utilizados dois ou
mais fluoroforos cujos espectros de emissdo se sobrepdem
parcialmente, independentemente de seus espectros de
excitagdo.

86 Fluoresceina e Texas red possuem, respectivamente, as
excitagdes maximas a 495 nm e 596 nm, e as emissdes
maximas a 520 nm e 570 nm.

87 Os lasers que podem ser utilizados para citometria de fluxo
provém dos gases argonio, hélio-nednio (mistura) e criptonio
e podem emitir luz em comprimentos de onda que variam
aproximadamente entre 360 nm a 560 nm.

88 A utilizagdo de dois fluoroforos conjugados, por exemplo,
ficoeritrina e cianina 5 ndo ¢ possivel para andlises em
citometria de fluxo.

Quanto ao principio de compensacdo de sinais na citometria de
fluxo, julgue os proximos itens.

89 Ao se realizar a compensagdo entre dois corantes
experimentalmente, ¢ necessario utilizar, pelo menos, trés
concentragdes distintas de cada corante, pois a quantidade de
fluoréforo presente ira alterar a quantidade de sobreposi¢io

nos espectros de emissdo.

90 O protocolo de compensa¢iio para um corante do tipo in
tandem ou RET (resonance energy transfer) pode ser o mesmo
que aquele utilizado para compensagdo de dois corantes
simples.

91 Considerando-se que a porcentagem de compensagdo
necessaria depende apenas do tipo de fluoréforos a serem
utilizados, a taxa de compensag@o a ser empregada deve-se
manter a mesma de experimento a experimento e de citometro
acitdmetro, desde que os mesmos fluoroforos sejam utilizados.

92 Beads ou contas podem ser utilizadas para realizar a
compensag¢do. Nesse caso, deve ser dada preferéncia aquelas
que precisam ser marcadas pelo proprio pesquisador ou técnico
responsavel, para evitar variagdo devido a diferencas de
marcas de sondas fluorescentes.

Julgue os seguintes itens, referentes aos procedimentos de coleta e

processamento de CTHs para transplantes.

93 As unidades de células progenitoras hematopoéticas
provenientes de sangue periférico e da medula dssea devem ser
submetidas ndo s6 a contagem total de células nucleadas, como

também de células CD34 positivas.

94 Considerando-se que o sangue do corddo umbilical é fetal, para
obteng@o de CTHs a partir de tal fonte, fica a méde dispensada
de testes clinicos laboratoriais para testes de doencas
infecciosas, exceto HIV-1, HTLV e HBV.

95 As CTHs provenientes da medula dssea destinadas a
transplantes devem ser submetidas a duas filtragdes: a primeira
para remover macroagregados, e a segunda, para remover
microagregrados. Os filtros utilizados podem ser descartaveis

ou passiveis de reesterilizagéo.

96 Um histograma do tipo quantidade de eventos versus
anti-CD34-fluorescéncia nfo seria o unico grafico oriundo de
citometria de fluxo a ser analisado durante o processamento de

CTHs provenientes do corddo umbilical.

Considerando que um pesquisador, com o intuito de acompanhar
experimentalmente a diferenciacdo de uma populagdo de CTHs,
transfecte-as com a proteina EYFP (enhanced yellow fluorescent
protein), e assumindo que o espectro de emissdo de EYFP varia de
510 nm a 600 nm, com emissdo maxima ao redor de 520 nm, julgue

os itens que se seguem.

97  Espera-se que, na analise por citometria de fluxo, a utilizag&o
concomitante de Hoechst 33342 requeira pouca ou nenhuma
compensagdo, porque os espectros de emissdo apresentam

reduzida sobreposi¢éo.

98 Aposadiferenciacgdo celular, a andlise da fluorescéncia emitida
a 520 nm em regides determinadas (gates) de graficos do tipo
FSC versus SSC (forward scatter versus side scatter) podera
fornecer informagdo da porcentagem de células inicias que

seguiu a linha linfoide ou mieloide.

99 Considerando-se que o espectro de excitagdo de EYFP
variasse, aproximadamente, de 450 nm a 530 nm, com maximo
a 510 nm, /asers de argdnio ou hélio-nednio poderiam ser

utilizados.

100 A utilizagdo de um anticorpo anti-CD45 conjugado a PerCP
permitiria a determinag@o da porcentagem de células iniciais

que deu origem a leucdcitos versus plaquetas e eritrocitos.
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PROVA DISCURSIVA

* Nesta prova, faca o que se pede, usando o espago para rascunho indicado no presente caderno. Em seguida, transcreva o texto para
a FOLHA DE TEXTO DEFINITIVO DA PROVA DISCURSIVA, no local apropriado, pois nio serdo avaliados fragmentos
de texto escritos em locais indevidos.

*  Qualquer fragmento de texto além da extensdo maxima de linhas disponibilizadas sera desconsiderado.

+ Nafolha de texto definitivo, identifique-se apenas no cabegalho da primeira pagina, pois nfio sera avaliado texto que tenha qualquer
assinatura ou marca identificadora fora do local apropriado.

Os perfis imunofenotipicos das células mononucleadas de uma paciente a época do diagndstico
da leucemia linfoblastica aguda pré-B e cerca de dois meses ap0s a quimioterapia podem ser informadas
graficamente, constituindo importante recurso para analise e diagndsticos dos perfis imunofenotipicos em
questao.

Considerando que o fragmento de texto acima tem carater unicamente motivador, redija um texto dissertativo acerca do seguinte tema.

USO DA CITOMETRIA DE FLUXO EM DIAGNOSTICO
DE DOENCAS HEMATO-ONCOLOGICAS

Ao elaborar seu texto, aborde, necessariamente, os seguintes topicos:
» aspectos medidos pela citometria de fluxo que permitem o diagndstico;

» hematopoese normal e expressdo de antigenos de superficie;

» utilizag8o da citometria em transplantes de células-tronco hematopoéticas.
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