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RESUMO

O teste de fragilidade osmatica por citometria de fluxo foi recentemente introduzido
na pratica clinica. No entanto, o teste ainda encontra-se em desenvolvimento.
Algumas variaveis importantes para o teste de fragilidade osmética tradicional ainda
ndo foram totalmente testadas na citometria de fluxo. Neste estudo, avaliou-se a
fragilidade osmatica de individuos com esferocitose hereditaria (casos) e individuos
saudaveis (controles) por citometria de fluxo usando uma série de tubos contendo
concentracdes decrescentes de NaCl. As analises foram executadas em amostras
de sangue frescas e incubadas (37°C por 24h) colhidos em EDTA e heparina como
anticoagulante. As percentagens de hemacias residuais em cada concentragdo de
NaCl foram utilizadas para tragar as curvas de fragilidade osmoética. As curvas
fragilidade osmoética de cada condigao testada foram comparadas por meio da
fragilidade corpuscular mediana. Curvas ROC foram empregadas para avaliar as
concentracdes de NaCl com maior acuracia na diferenciagao entre casos e controles
saudaveis. Como resultado, as curvas de fragilidade osmoéticas por citometria de
fluxo assumiram um formato de dose-resposta tipico e a fragilidade corpuscular
mediana dos casos e dos controles foram diferentes em todos as condigdes pré-
analiticas testadas. A comparacéao das fragilidades corpuscular mediana revelou que
a incubagdo e o anticoagulante tém efeitos maior e menor sobre o fragilidade
osmaticas por citometria de fluxo, respectivamente. Cem por cento de sensibilidade
e especificidade foram obtidos de 5,5 a 6 g/L de NaCl no sangue fresco-EDTA, de 6
a 8 g/ L de NaCl em sangue incubado-EDTA e em nenhuma das concentragdes de
NaCl testadas no sangue heparinizado. Assim, o EDTA é o anticoagulante de
escolha para o ensaio. A incubagéo a 37°C para 24h aumenta sua capacidade de
diagndstica. A concentragdao de NaCl mais confiavel para a discriminacdo entre
casos e controles foi de 6 g/L de NaCl em sangue fresco EDTA e 7,5 g/L de NaCl no

sangue incubado-EDTA.

Palavras-chave: Eritrocitos, Esferocitose Hereditaria, Fragilidade Osmotica,

Citometria de Fluxo



ABSTRACT

Background: The flow cytometric osmotic fragility test (FC-OFT) was recently
introduced. However, the test is still under development and some variables were not
fully tested. Methods: The osmotic fragility of hereditary spherocytosis (HS) cases
and healthy controls were evaluated by FC-OFT using a series of tubes containing
decreasing concentrations of NaCl. The analyses were executed in fresh and
incubated (37°C for 24h) blood samples anticoagulated with EDTA and heparin. The
percentages of residual red blood cells were used to plot the osmotic fragility curves.
The OF curves of each tested condition were compared using the median
corpuscular fragility (MCF). ROC curve analyses reveled the most acurated NaCl
concentrations for differentiation between HS cases and healthy controls. Results:
FC-OFT curves assumed a sigmoidal dose-response shape and the MCF of cases
and controls were different in all instances. MCF comparisons reveled that incubation
and the anticoagulant have a major and a minor effect over the FC-OFT,
respectively. One hundred percent of sensitivity and specificity were obtained from
5.5 to 6.0 g/L of NaCl in EDTA-treated fresh blood, from 6.0 to 8.0 g/L of NaCl in
EDTA-treated incubated blood and in none of the tested NaCl concentration in
heparinized blood. Conclusions: EDTA is the anticoagulant of choice for the assay.
Incubation at 37°C for 24h increased its diagnostic capability. The most reliable NaCl
concentration for the discrimination of HS case from controls was 6.0 g/L of NaCL in
fresh EDTA-treated blood and was 7.5 g/L of NaCl in incubated EDTA-treated blood.

Key words: Erytrocytes, Hereditary Spherocytosis, Osmotic Fragility, Flow
Cytometry
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1 INTRODUGAO

A esferocitose hereditaria (EH) € uma anemia hemolitica de causa genética
que ocorre em todos os grupos étnicos sendo mais comum em pessoas com
ascendéncia do Norte Europeu (1 em 3000) (1). Na maioria dos casos a EH
apresenta um padréao de heranga dominante (75%), mas a heranga ndo-dominante,
caracterizada pelas mutacdes de novo e pelo padrdo de heranga recessiva, nao é
incomum (25%) (2).

A EH é uma condicido causada pela deficiéncia ou disfuncdo de uma ou mais
proteinas do citoesqueleto das hemacias (exemplo: Banda 3, anquirina, alfa e beta
espectrina, proteina 4.2 e outras) (3). Como consequéncia, ha uma diminuicdo na
area de superficie de membrana em relacdo ao volume intracelular, alterando o
formato discoide da hemacia e a sua propriedade de deformabilidade acaba sendo
comprometida. Assim, a célula assume um formato de esfera (2). Outra
consequéncia destas alteracbes de membrana €& o influxo de sédio devido a
desregulagdo da bomba de sodio e potassio, que contribui ainda mais para turgidez
da célula aumentando sua fragilidade. No bago, os esferdcitos sao retidos na polpa
esplénica e fagocitados pelo sistema reticulo-endotelial resultando em anemia,
esplenomegalia e ictericia (4). Por fim, a manifestagao clinica da EH €& variavel,
desde pacientes assintomaticos a pacientes com anemia severa (5).

O diagnéstico é baseado na combinagao de histérico familiar, histérico clinico,
exames fisicos e achados laboratoriais como: diminuigdo do nivel de hemoglobina e
do volume corpuscular médio (VCM), aumento da concentragdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM), da amplitude da distribuicdo das hemacias (“RDW”), dos
niveis de bilirrubina, presenca de esferécitos em Iamina, teste de antiglobulina direta
(TAD) negativo (para excluir a anemia hemolitica autoimune), e teste de fragilidade
osmotica alterado (6).

O teste de fragilidade osmatica tradicional (FO-T) se destaca no rastreamento
inicial da EH. Este teste avalia a habilidade da célula vermelha em incorporar agua
quando exposta a uma solugao hipotdnica (com menos de 9 g/L de cloreto de sédio
(NaCl). Eritrocitos normais suportam certo influxo de agua sem romper. No entanto,
os esferdcitos possuem pouca habilidade/resisténcia a este influxo, devido a sua
menor area de superficie de membrana, e se lisam com mais facilidade do que os

eritrocitos normais em solugdes hipotdnicas (7).
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No FO-T, a lise das células sanguineas vermelhas € mensurada
colorimetricamente em quatorze ou dezessete (8) concentragdes diferentes de NaCl
(10 g/L a 1 g/L), dependendo do protocolo considerado, tornando sua execugao
laborosa. Em seguida, a percentagem de lise € plotada em relagcdo a cada
concentragcdo de NaCl testada resultando em uma curva de fragilidade osmoética. A
fragilidade corpuscular mediana (FCM) corresponde a concentracdo de NaCl em que
50% das células foram lisadas sendo um dos parametros usados para mensurar a
fragilidade osmdtica, pois captura o deslocamento da curva de fragilidade osmética
para esquerda ou para direita em relacdo ao padrdo considerado normal. Estes
deslocamentos sao secundarios a uma maior ou menor fragilidade eritrocitica (9).

Adicionalmente, o anticoagulante mais utilizado para a execugédo do FO-T € a
heparina, e o pré-tratamento da amostra com incubagdo a 37°C por 24 horas
aumenta a sensibilidade do ensaio. Esta maior sensibilidade é decorrente da
turgéncia prévia da célula associada ao estresse metabdlico causado pela escassez
de glicose no meio e, por consequéncia, falha dos mecanismos ativos de
bombeamento de cations. A falha destes mecanismos resulta em acumulo
intracelular de sddio (9, 10).

Recentemente, o teste de fragilidade osmotica por citometria de fluxo (FO-CF)
foi reportado na literatura (11). No ensaio, os eritrocitos sdo suspensos em salina
normal (9 g/L) e contados por citometria de fluxo antes e depois da adi¢gao de agua
destilada. Para a adicao de agua destilada é necessaria a remogao deste tubo do
citbmetro e em seguida continuar o ensaio. Apds a adigdo de agua, a concentragao
de NaCl se altera para 5.0 g/L e a fragilidade osmaética € mensurada pela razao da
contagem de hemacias residuais na salina hipotonica (5.0 g/L de NaCl - apés a
adicao de agua) pela contagem de hemacias na salina isoténica (9 g/L de NaCl -
antes da adigdo de agua). A razao indica a percentagem de hemacias residuais e
revela se a fragilidade osmoética esta aumentada ou diminuida. O tempo total de
aquisicao citométrica neste caso foi de 120 segundos. Assim, o FO-CF é
consideravelmente mais pratico, rapido, e de baixo custo quando comparado ao FO-
T(11,12).

As condigdes pré-analiticas mais utilizadas no FO-CF sdao o uso do
anticoagulante EDTA e do sangue fresco, sem incubacéo a 37°C por 24 horas. Os
autores Won e Suh demonstraram que a incubacdo diminui o poder de

discriminagcao entre casos de EH e controles, pois na concentracéo final de NaCl
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testada (5,0 g/L) os glébulos vermelhos tanto de casos e quanto dos controles
lisavam quase que completamente (11). Consequentemente, os estudos posteriores
nao consideraram a incubagdo do sangue como uma variavel importante. Além
disso, como as primeiras descricbes do ensaio utilizaram apenas o EDTA como
anticoagulante esta pratica se perpetuou e o uso da heparina no FO-CF ainda nao
foi avaliado (11-15).

Assim, evidencia-se que o FO-CF é um ensaio que ainda esta em
desenvolvimento [Exemplo: Ciepiela e colaboradores descreveram uma maior
sensibilidade do ensaio em relacdo a descrigao original quando aumentaram o
tempo de aquisigao citométrica total para 300 segundos (13)]. Neste sentido, como
FO-CF é similar a FO-T, porém realizado com apenas duas concentragdes (9 g/L e 5
g/L de NaCl), dados sobre a FO-CF envolvendo concentragdes decrescentes de
NaCl como a diluicdo seriada em varios tubos feita no FO-T ndo se encontram
disponiveis na literatura. Nesse contexto, essa informacdo se faz importante para
avaliar se a concentracédo de 5 g/L de NaCl é a que melhor distingue os pacientes
com EH dos saudaveis, ou para definir a melhor concentragao de NaCl para tal.

Ademais, alguns citbmetros de fluxo (ou seus “softwares” de analise) nao
permitem a remogao do tubo ou pausa da leitura para adigdo de agua deionizada e
continuagcao da analise na mesma linha do tempo. Assim, o teste se torna restrito
aos citbmetros com esta capacidade (conhecida como sobreposigao de leituras). A
execucgao do FO-CF com leituras independentes (15) ou com uma sobreposi¢cao de
leitura virtual (14) (feita com o uso de softwares) do mesmo tubo antes e depois da
adicdo de agua resolve esta restricdo possibilitando a realizagdo do teste em
qualquer citdmetro de fluxo. Isto mantém as vantagens do FO-CF em relagdo ao FO-
T (menos laboroso e mais rapido). Todas as variagdes do FO-CF descritas até o
momento usam a concentragao final de 5 g/L de NaCl para distinguir os pacientes
com EH dos individuos saudaveis. A questao referente a sobreposicdo de leituras
também poderia ser resolvida com a execugcdao do teste em dois tubos
independentes, um com salina isotdnica e outro com salina hipoténica.

Ademais, algumas variaveis pré-analiticas que sabidamente influenciam a
capacidade diagnéstica do FO-T, como o anticoagulante (16) e a incubagao a 37°C
por 24 horas (17), nao foram extensivamente avaliadas no FO-CF, especialmente

em diferentes concentracbées de NaCl (11). O conhecimento sobre a influéncia
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dessas variaveis sobre o FO-CF podera preencher lacunas de conhecimentos
importantes que resulte no aprimoramento do teste.

Portanto, neste estudo sera realizada a analise da fragilidade osmotica de
eritrocitos de pacientes com EH (casos) e de individuos saudaveis (controles) por
citometria de fluxo utilizando-se 17 tubos com diferentes concentragdes de NaCl
iniciando-se em 10 g/L até 1 g/L. Os objetivos sdo construir curvas de fragilidade
osmotica por citometria de fluxo e investigar a melhor concentragdo de NaCl para a
execucao do ensaio usando dois tubos independentes. As analises serao realizadas
no sangue anticoagulado com EDTA e heparina, sem incubacgéo (sangue fresco) e
com incubacgao (sangue incubado a 37°C por 24 horas) com a finalidade de se
investigar também a influéncia destas variaveis pré-analiticas sobre a fragilidade

osmotica no contexto da citometria de fluxo.
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2 OBJETIVOS

1 - Construir curvas de fragilidade osmotica de eritrocitos de pacientes com
esferocitose hereditaria (casos) e de individuos saudaveis (controles) por citometria
de fluxo utilizando protocolo similar ao do teste de fragilidade osmética tradicional

(17 tubos com diferentes concentragcées de NaCl iniciando-se em 10 g/L até 1 g/L).

2 - Definir o anticoagulante (EDTA versus heparina), o pré-tratamento da
amostra (sangue fresco versus sangue incubado) e a faixa de concentragao de NaCl
(entre 10 g/L e 1 g/L) que permita uma discriminagcédo confiavel entre os casos de
esferocitose hereditaria e controles saudaveis na fragilidade osmoética por citometria

de fluxo.

3 - Investigar a capacidade diagndéstica de concentragdes especificas de NaCl
no rastreio da EH por citometria de fluxo utilizando dois tubos independentes com

concentragdes distintas de cloreto de sddio (isotdnica e hipotdnica).
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3 METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

Estudo experimental caso-controle pareado 1:1.

3.2 PARTICIPANTES E PAREAMENTO

Os participantes deste estudo sdo pacientes adultos advindos de um
laboratério clinico privado, localizado em Brasilia (Laboratério Sabin). O periodo de
recrutamento foi de Junho a Dezembro de 2016. Os casos inclusos apresentavam a
curva de fragilidade osmdética tradicional alterada (teste executado no sangue
heparinizado com incubagdo a 37°C por 24 horas) e diagndstico prévio de EH.
Informagdes sobre o histérico familiar, transfusdes sanguineas recentes e
esplenectomia foram colhidas por entrevista.

Os controles eram voluntarios saudaveis sem diagnéstico de EH, sem
indicagdo clinica para execugao do teste de fragilidade osmdtica. Os casos e

controles foram pareados por idade (£ 2 anos) e género.

3.3 TAMANHO DO ESTUDO

Casos de esferocitose hereditaria (n=20) e controles (n=20) foram
consecutivamente selecionados por ordem de aparecimento (amostragem de

conveniéncia). O célculo do tamanho da amostra néao foi realizado.

3.4 VIESES

Todos os participantes foram submetidos a testes laboratoriais para
mensurar/identificar os indices hematimétricos, morfologia e lise das hemacias, a fim
de avaliar a condicao da esferocitose hereditaria, excluir outras anemias (anemia
hemolitica auto imune), e confirmar o estado saudavel dos controles. Os testes
executados foram: hemograma completo, bilirrubina total, contagem de reticuldcitos,
contagem de esferdcitos e o TAD (usado para excluir outras anemias, por exemplo,

anemia hemolitica auto-imune).
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3.5 VARIAVEIS

As variaveis avaliadas no estudo foram a percentagem de hemacias
residuais, a fragilidade corpuscular mediana (FCM), sensibilidade e especificidade
do teste, e valores do ponto de corte para células residuais em concentragdes

especificas de NaCl (selecionadas a partir das curvas de fragilidade).

3.6 AMOSTRAS

As amostras de sangue foram colhidas por pung¢ao venosa da fossa cubital e
os tubos utilizados foram: Vacuette EDTA K3 4 mL, Vacuette Heparina 4 mL e

Vacuette Soro com ativador de coagulo 4 mL (todos do fabricante Greiner-bio-one).

3.7 PARAMETROS HEMATOLOGICOS, MORFOLOGIA E OUTROS TESTES
LABORATORIAIS

Parametros hematoldgicos (contagem completa, CHCM, “RDW’, VCM, e
contagem de reticulécitos) foram determinados nos XE ou XN10 analisadores
automatizados hematolégicos (Sysmex). Bilirrubina dosada no Advia 2400
(Siemens). TAD realizado no AutoVue® Innova (Ortho). Um (01) especialista avaliou
o esfregago sanguineo para confirmar os esferécitos em lamina, calculou-se a
mediana e o numero minimo e maximo de esferécitos por 100 glébulos vermelhos
em cinco campos no aumento de 400x. As curvas de fragilidade osmética tradicional
foram executadas de acordo com a literatura (17). Os casos foram classificados
como esplenectomizados e n&o esplenectomizados porque a remog¢ao do bago pode
restaurar alguns parametros laboratoriais para faixa normal e a evidéncia da doenga
sera a presenga de esferdcitos no esfregago sanguineo e a fragilidade osmatica

aumentada.
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3.8 CONTROLE DE QUALIDADE DA CITOMETRIA DE FLUXO

Neste estudo utilizou-se o citbmetro FACSCANTO Il (BD Bioscience) com o0s
lasers azul (488nm), vermelho (633nm) e violeta (405nm). Para o controle de
qualidade de tamanho de particulas, fluorescéncia e alinhamento do sistema Optico e
de fluidos utilizou-se o “Cytometer Setup and Tracking Beads” (BD Bioscience),
conforme orientacdo do fabricante. A intensidade média de fluorescéncia (MFI)
destes “beads” foram inseridas diariamente em grafico de “Levey-Jennings” com a

finalidade de analisar a performance do citbmetro (Dados ndo mostrados).

3.9 ANALISE POR CITOMETRIA DE FLUXO DE HEMACIAS VERSUS
CONCENTRAGAO DE SALINA

A suspensao de hemacia foi preparada em dois passos sequenciais utilizando
tubos de citometria. Para a primeira suspensao: foram adicionados 25 uL de sangue
total em 1,1 mL de solugcéo de NaCl a 10 g/L (salina 1%). Em seguida, 10 uL desta
solucao primaria foram transferidos para os 17 diferentes tubos de citometria
contendo 1,0 mL (volume final) de solugdo com concentragdo especifica de NaCl,
variando de 10 g/L a 1 g/L (10, 9, 8,50, 8, 7,50, 7, 6,50, 6, 5,50, 5, 4,50, 4, 3,50, 3,
2,50, 2 e 1 g/L de NaCl). As suspensdes secundarias foram posicionadas no
carrossel do citbmetro de fluxo da BD FACS CANTO II (BD Bioscience) para
aquisicao automatica do numero de eventos citométricos. A sequéncia de aquisicao
foi do tubo de menor concentragcdao de NaCl para a de maior. O volume inicial de
amostra (22,2 a 37,5 uL) e o tempo para leitura apds a indugdo da hemdlise tem
pouca influéncia sobre o resultado do teste (11).

O “software” utilizado para analise dos dados foi o BD FACSDIVA versao
6.1.3. O grafico de citograma na escala logaritmica com tamanho e complexidade foi
dividido em quatro quadrantes (Q1, Q2, Q3 e Q4) usando como ponto de corte 10*
e 10° (figura 1), respectivamente, para padronizar a area mensurada. A populacdo
de hemacias localizou-se no quadrante superior a direita (Q2), e a aquisi¢ao para
cada concentragdo durou 100 segundos com a taxa de fluxo configurada para o
modo “low” e sem compensacao aplicada, pois esse experimento nao utiliza
fluorescéncia. Os dados foram avaliados no grafico tempo versus tamanho, em

escala logaritmica.
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Para mensurar as hemacias residuais, a linha do tempo (o grafico tempo
versus tamanho) foi dividida em seis regides de 14 segundos (figura 1). Os 10
primeiros segundos do grafico foram desconsiderados. A média de contagem dos
eventos dessas seis regioes foi considerada no calculo para encontrar a percentage

de hemacias residuais para cada concentracdao de NaCl testada.

Tube Name: 01
“‘9_: Q1 Q2 FSC-H
i Population £ovents Geo Mean
Quadrante contendo I 2 Events 16,275 70,232
22 populagio de hemacias . Q2 15,338 84,732
o g
2 We / 2235\ 88,757
| {212 |\ 85,405
g | GE [ 2117 | 84,502
2% | i I 1963 | 82,092
| 5 \ 2083 | 82,147
Wrs 2117 / 81,205

Q3. Q4

Numero de eventos de cada regido de 14 segundos
para o calculo da média e desvio padrao

] 7'11]"‘] TTIIIT‘T[ T rIrn TYTH’TTT] T
10’ 10? 10? 10 10°

& G %
e
4 *
I % 2
[&] - 1- . .
w
w g \'\ Seis regides de 14 segundos
5 - . usadas para mensurar a
RL: ) P2 P3 P4 [ -3 quantidade de heméacias
-
£
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,3» 0 . 10 »
Time (e 1.000)

Figura 1- Template de analise para a fragilidade osmética por citometria de fluxo. Citograma
demonstrando a localizagao das hemacias usadas no estudo (individuo saudavel e 10 g/L de NaCl).
Acima - grafico tamanho por complexidade em destaque o quadrante superior a direita contendo a
populagao de hemacias. Abaixo — grafico de tempo por tamanho, aquisicdo em 100 segundos
divididos em seis quadrantes de 14 segundos depois dos primeiros 10 segundos, os quadrantes de
14 segundos foram usados para o calculo da média e desvio padrao (dp) das hemacias residuais em

cada concentragao de salina testada. “Software” de analise BD FACSDIVA versao 6.1.3.
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3.10 VALIDACAO DO TEMPLATE DE ANALISE

Para validar a localizacdo da populagdo de hemacias no quadrante Q2
(quadrante superior direito) foram feitos dois experimentos: um com anticorpos
fluorescentes especificos para eritrécitos e plaquetas e outro baseado na avaliagao
dos eventos citométricos juntamente com indugdo da hemdlise nas baixas

concentracdes de NaCl.

3.10.1 Localizagao dos eritrocitos no template de analise

Utilizou-se o mesmo “template” da fragilidade osmética por citometria de fluxo
para avaliar a expressdao imunofenotipica da glicoforina-A (CD235a). Para isto,
marcou-se as ceélulas com glicoforina-A isotiocinato de fluoresceina (FITC) (Clone:
HIR-2, BD) (figura 2) de acordo com o protocolo descrito por AlGhasdam e
colaboradores (18). Neste caso, houve compensacgao de cores. Conclui-se que as

eritrocitos estao predominantemente na regido Q2.

L

A) Todos os eventos Populacgao positiva para CD235a
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Figura 2 — Localizagdo da células com expressdo imunofenotipica positiva para o antigeno de
superficie CD235a no “template” de analise. Citograma a esquerda (A) corresponde ao total de
eventos. O citograma a direita (B) corresponde aos eventos com expressao positiva para o CD235a,
demonstrando que a populagdo estudada na FO-CF (na regido de Q2) sao hemacias (Paciente

controle). Conclui-se que os eritrécitos estdo predominantemente na regidao Q2.
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3.10.2 Inspecao visual da regiao de hemacias no citograma (Regiao de Q2)

Experimentos preliminaries demonstraram que a regido denominada de Q2
apresentava a populacdo de células que perdia tamanho e complexidade com a

diminuicdo da concentragao de NaCl, ou seja, se lisavam.

3.10.3 Localizagao das plaquetas no template de analise

Utilizou-se o mesmo “template” da fragilidade osmética por citometria de fluxo
para avaliar a expressao imunofenotipica de marcadores especificos para plaquetas
CD41a FITC (Clone:HIP8,BD), CD42a ficoeritrina (PE) (Clone: ALMA.16,BD) e
CD42b aloficocianina (APC) (Clone: HIP1,BD) e CD61 FITC (Clone: VI-PL2,BD)
utilizando o protocolo descrito por Velzen e colaboradores (19). Neste caso, houve
compensacao de cores (figura 3). Conclui-se que as plaquetas estao
predominantemente na regido Q3 e Q4. Utilizou-se valor de bula para a marcagao

imunofenotipica.
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Figura 3 - Localizagao da células com expressdo imunofenotipica positiva para os antigenos de
superficie CD41a (B), CD42b (C), CD42b (D) e CD61 (E) por citograma. No citograma A, corresponde
a todos os eventos. A finalidade deste experimento foi demonstrar a localizagéo das plaquetas dentro
do citograma da FO-CF (Paciente controle). Conclui-se que as plaquetas estdo predominantemente

na regido Q3 e Q4.
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3.11 CALCULOS DAS VARIAVEIS QUANTITATIVAS

A percentagem de hemacias residuais € a razdo entre a média das hemacias
residuais das seis regides de 14 segundos da linha do tempo de Q2 em uma
concentragcdo de NaCl especifica e a média de hemacias residuais das seis regides
equivalentes no tubo 1 (com concentragao de 10 g/L) multiplicado por 100.

Formula:

WHemicios residunis
média das seis rogites de 14 segundos da concentragio especificn

=— - — — X L0f
média daz seis rogites de 14 seqgundos da concentracice de 10 g/L

Esse calculo foi realizado para todas as concentragdes de NaCl em todas as
condicbes pré-analiticas avaliadas. Esses valores foram usados para tracar as
curvas de fragilidade osmoética por citometria de fluxo (construidas com
concentracdo de NaCl no eixo das abscissas (x) e a percentagem de hemacias
residuais no eixo das ordenadas (y).

A fragilidade corpuscular mediana (FCM) para cada curva de fragilidade
osmatica por citometria de fluxo foi obtida pela interpolagédo do ponto equivalente a
cinquenta por cento de hemdlise do eixo das ordenadas (y) com a concentracéo de
NaCl no eixo das abscissas (x) utilizando o “software” GraphPad Prism 6
(GraphPad). FCM foi o parametro da curva de fragilidade osmética usado para
comparar casos e controles em cada condicio pré-analitica testada.

A sensibilidade e a especificidade do ensaio nas concentragcdes de NaCl
selecionadas foram calculadas pela analise das curvas de caracteristica de
operacdo do receptor (ROC - Receiver Operating Characteristic) usando a
percentagem de hemacias residuais como dados de entrada e descrito juntamente

com a area sob a curva, valor de corte e o valor de p.
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3.12 ANALISE ESTATISTICA

Apds execucao do teste de normalidade de D'Agostino & Pearson, os valores
(média e desvio padrdo ou mediana e “range” - minimo e maximo) dos parametros
demograficos e laboratoriais para controles, casos de EH esplenectomizados e
casos de EH nao-esplenectomizados foram comparados por analise de variancia
(ANOVA) seguido do teste de comparacao multipla de Tukey ou teste de Kruskal-
Wallis seguido do teste de comparagao multipla de Dunn, quando apropriado.

As curvas de fragilidade osmotica de citometria de fluxo foram inspecionadas
visualmente para definir os intervalos de concentragao de NaCl onde o inicio e final
da hemdlise puderam ser observadas (regidbes mais ingremes das curvas,
excetuando-se os platds) - nenhum teste estatistico foi aplicado.

Os valores de FCM foram comparados por Kruskal-Wallis, seguidos dos
testes de comparacao multiplas de Dunn.

As curvas ROC foram calculadas usando a percentagem de hemacias
residuais do caso EH e controles em concentragdes selecionadas de NaCl. O valor
de p<0,05 foi considerado significativo para todas as analises estatisticas. Todos os
graficos, célculos e analises estatisticas foram realizadas no “software” GraphPad
Prism 6 (GraphPad).

3.13 COMITE DE ETICA

O comité de ética em pesquisa do Centro Universitario de Brasilia (UniCEUB)
aprovou este estudo (registro: CAAE 51112215.0.0000.0023) e o termo de

consentimento livre esclarecido foi obtido de cada participante.
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4 RESULTADOS
Os dados demograficos e laboratoriais para controles, casos esplenectomizados

€ casos nao esplenectomizados estio representados na tabela 1.

Tabela 1 - Parametros demograficos e laboratoriais para casos e controles.

A Casos nao Casos
Parametros Controles -
esplenectomizados esplenectomizados

n 20 12 8

10 8 2
Sexo feminino - n
Idade (anos) - Média (dp) 37,50 (12,8) 37,92 (16,28) 37,63 (8,55)
Hemoglobina (g/dL) - Mediana (min-max) 14,2 (12,4/17,2) 12,1 (8,5/18,40)* 16,2 (12,9/18,3)
CHCM - (g/dL) - Mediana (min-max) 34,3 (32/35,8) 35,2 (32,6/36) 35,9 (35,3/37,8)
RDW - (%) - Média (dp) 12,76 (0,61) 18,60 (3,08)™ 12,66 (0,64)
VCM - (fL) - Média (dp) 85,04 (3,02) 90,47 (4,25)° 88,66 (3,61)°
Contagem de Reticuldcitos(%) - Média (dp) 1,37 (0,32) 9,50 (3,88)>° 2,96 (1,04)
Contagem de Esferdcitos* - Mediana (min-max) 0 32 (11/38)° 27 (20/34)°
Bilirrubina total (mg/dL) - Mediana (min-max) 0,58 (0,26/2,1) 2,12 (0,64/5,2)° 0,87 (0,62/2,3)
TAD positive - n (%) 2 (9,5) 0 (0) 0 (0)

Legenda: casos e controles foram pareados por idade e sexo. Variaveis com distribuigdo normal e nao
normal foram apresentadas como média (desvio-padrao - dp) e mediana (maximo e minimo),
respectivamente. °p<0,05 versus controles; bp<0,0005 versus controles; °p<0,0005 versus
esplenectomizados, *numero de esferécitos por 100 células vermelhas em 5 (cinco) campos no aumento
de 400x. Todos os casos e nenhum dos controles apresentaram curva de fragilidade osmoética tradicional
aumentada.

Nao houve relato de transfusao sanguinea nos 3 meses anteriores a coleta de
sangue de sangue e 13 (treze) casos tinham histérico familiar de EH.

Os casos nao esplenectomizados mostraram baixa hemoglobina, aumento do
RDW, VCM, bilirrubina, reticulécitos e contagem de esferécitos comparado aos
controles, sugerindo que esses voluntarios tinham doenga ativa. Os casos
esplenectomizados tinham resultados/niveis dos testes hematoldgicos e bioquimicos
similares aos controles (com exceg¢ao do VCM e contagem de esferdcitos) sugerindo
doenca controlada. Os controles demonstraram auséncia de esferocitos no
esfregaco sanguineo, indices hematimétricos normais, auséncia de hemodlise e
anemia, curva de fragilidade osmética tradicional normal - o que indicava auséncia
de EH. Em resumo, todos os individuos elegiveis para o estudo foram incluidos e
analisados.

A mediana (minimo e maximo) da percentagem de hemacias residuais para
cada tubo de todos os participantes foram computadas e plotadas contra a

concentracdo de NaCl nas quatro diferentes condicbes testadas e podem ser



visualizadas na figura 4, sendo estas as curvas de fragilidade osmatica

citometria de fluxo obtida para cada condicéao.
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Figura 4 — Curvas de fragilidade osmdtica para casos com esferocitose hereditaria (circulos
cinzas) e controles (circulos pretos) para sangue fresco e incubado (37°C por 24 horas) colhidos
em EDTA e heparina como anticoagulante. Circulos e barras de dispersdo representam a
mediana com minimo € maximo das percentagens de hemacias residuais de todos participantes
de cada grupo em cada concentragao de NaCl.
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Para casos e controles, as concentragcdes de NaCl que compreende a parte
mais ingreme das curvas dose-resposta (regido entre o inicio e fim da hemdlise) foi
de 4,5 a 7 g/L no sangue fresco e de 5,5 a 9 g/L no sangue incubado, independente
do tipo de anticoagulante.

Os valores dos FCM [mediana (min-max)] observados para os casos de EH
versus controles sdo diferentes em todas as instancias: 6,47 (5,84 — 6,85) g/L versus
5,18 (4,53 — 5,69) g/L de NaCl no sangue fresco-EDTA (p<0,0001); 6,37 (5,62 —
6,81) g/L versus 5,14 (4,49 — 5,64) g/L de NaCL no sangue fresco-heparina
(p=0,0001); 8,66 (7,49 — 10,71) g/L versus 6,34 (5,47 — 7,05) g/L de NaCL no
sangue incubado-EDTA (p=0,0004) e 8,16 (6,51 -11,58) g/L versus 6,01 (5,19 —
6,61) g/L de NaCL no sangue incubado-heparina (p<0,0001), respectivamente. A
representacao grafica destes resultados podem ser visualizados na figura 5.

No EDTA, a incubacgao de 37°C por 24h aumentou os valores do FCM nos
casos [sangue fresco 6,47 (5,84 — 6,85) g/L versus sangue incubado 8,66 (7,49 —
10,71) g/L, p=0,015] e nos controles [sangue fresco 5,18 (4,53 — 5,69) g/L versus
sangue incubado 6,34 (5,47 — 7,05) g/L, p=0,0016]. No sangue heparinizado, a
incubagao a 37°C por 24 horas também aumentou os valores do FCM dos casos
[sangue fresco 6,37 (5,62 — 6,81) g/L versus sangue incubado 8,16 (6,51 — 11,58)
g/L, p=0,04], mas esse efeito ndo foi observado nos controles [sangue fresco 5,14
(4,49 — 5,64) versus sangue incubado 6,01 (5,19 — 6,61) g/L, p=0,22] (Figura 5).

No sangue fresco, os anticoagulantes n&o influenciaram do FCM nos casos
[EDTA 6,47 (5,84 — 6,85) g/L versus heparina 6,37 (5,62 — 6,81) g/L, p=0,99] e nos
controles [EDTA 5,18 (4,53 — 5,69) g/L versus heparina 5,14 (4,49 — 5,64) g/L,
p=0,99]. O mesmo resultado foi observado no sangue incubado. Neste caso, os
valores do FCM foram similares nos casos [EDTA 8,66 (7,49 — 10,71) g/L versus
heparina 8,16 (6,51 — 11,58) g/L, p=0,99] e nos controles [EDTA 6,34 (5,47 — 7,05)
g/L versus heparina 6,01 (5,19 — 6,61) g/L, p=0,99] (Figura 5).
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Figura 5 — Fragilidade corpuscular mediana (FCM) de casos com esferocitoses (circulos cinzas)
e controles saudaveis (circulos pretos) submetidos a diferentes condigdes pré-analiticas: sangue
fresco e incubado colhidos em EDTA e heparina como anticoagulante. A barra e os limites
representam a mediana e os valores minimos e maximo de cada grupo, respectivamente.
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As andlises das percentagem de hemacias residuais por meio das curvas
ROC revelaram que, no sangue fresco-EDTA, duas concentragées de NaCl foram
capazes de discriminar casos e controles com 100% de sensibilidade e 100% de
especificidade (5,5 e 6 g/L) e no sangue incubado-EDTA cinco concentragbes de
NaCl foram capazes de discriminar casos e controles com 100% de sensibilidade e
100% de especificidade (6, 6,5, 7, 7,5 e 8 g/L). Por outro lado, no sangue fresco-
heparina e também no incubado-heparina, nenhuma das concentracdes testadas
apresentaram, ao mesmo tempo, capacidade de discriminar casos e controles com
100% de sensibilidade e 100% de especificidade (Tabela 2).

Tabela 2 — Parametros da curva ROC para o teste de fragilidade osmatica por
citometria de fluxo em concentracbes de NaCl selecionadas considerando as
diferentes condi¢des pré-analiticas avaliadas.

Sensibilidade Especificidade @ AUC Ponto de corte* P

Sangue fresco-EDTA

4,5 g/L NaCl 95% 70% 0,93 2,5% <0,0001
5,0 g/L NaCl 95% 95% 0,99 5,5% <0,0001
5,5 g/L NaCl 100% 100% 1 29% <0,0001
6,0 g/L NaCl 100% 100% 1 76,5% <0,0001
6,5 g/L NaCl 95% 100% 0,97 97,5% <0,0001
7,0 g/L NaCL 65% 95% 0,87 99,5% 0,001
Sangue fresco-heparina

4,5 g/L NaCl 70% 95% 0,91 1,5% <0,0001
5,0 g/L NaCl 95% 100% 0,99 5,5% <0,0001
5,5 g/L NaCl 95% 100% 0,99 23,5% <0,0001
6,0 g/L NaCl 95% 100% 0,99 63,5% <0,0001
6,5 g/L NaCl 65% 100% 0,96 74,0% <0,0001
7,0 g/L NaCL 45% 95% 0,72 92,5% 0,036
Sangue incubado-EDTA

5,5 g/L NaCl 100% 95% 0,98 2,5% <0,0001
6,0 g/L NaCl 100% 100% 1 6% <0,0001
6,5 g/L NaCl 100% 100% 1 20% <0,0001
7,0 g/L NaCL 100% 100% 1 40% <0,0001
7,5 g/L NaCL 100% 100% 1 65,5% <0,0001
8,0 g/L NaCL 100% 100% 1 86,5% <0,0001
8,5 g/L NaCL 95% 90% 0,99 96% <0,0001
Sangue incubado-heparina

5,5 g/L NaCl 70% 75% 0,78 11,5% 0,0020
6,0 g/L NaCl 80% 95% 0,95 23,5% <0,0001
6,5 g/L NaCl 85% 100% 0,99 35,5% <0,0001
7,0 g/L NaCL 95% 100% 0,99 72,0% <0,0001
7,5 g/L NaCL 95% 100% 0,98 92,5% <0,0001
8,0 g/L NaCL 95% 90% 0,97 97,5% <0,0001
8,5 g/L NaCL 85% 90% 0,95 97,5% <0,0001

Legenda: *- % de células residuais
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5 DISCUSSAO

Neste estudo analisou-se o efeito da concentracéo decrescente de NaCl (de
10 a 1 g/L) sobre a hemdlise em pacientes com EH e em individuos saudaveis
considerando quatro diferentes condigbes pré-analiticas (sangue total
fresco/incubado e anticoagulado com heparina/EDTA) por meio da contagem das
hemacias residuais por citometria de fluxo. Em outras palavras, realizou-se um
protocolo similar ao teste de fragilidade osmética tradicional mas, ao invés de
mensurar a hemoglobina livre, que é um efeito secundario a lise de eritrdcitos,
realizou-se a contagem de hemacias residuais usando citometria de fluxo. Os
objetivos foram construir curvas de fragilidade osmatica por citometria de fluxo e
definir o anticoagulante, o pré-tratamento da amostra e as concentragcbes de NaCl
que permitissem a melhor discriminagcao entre casos com EH e controles. Além de
avaliar se o teste pode ser executado no formato de dois tubos independentes.

Considerando todos os voluntarios inclusos no estudo, os ensaios
laboratoriais sugeriram doenga ativa nos casos nao esplenectomizados, doenca
controlada nos casos esplenectomizados e auséncia de doenca nos controles
(Tabela 1). E importante ressaltar que os casos tinham aumento na fragilidade
osmotica tradicional e diagnostico prévio da doencga para serem inclusos no estudo.
Em conjunto, essas observagdes indicam a correta atribuicdo dos participantes para
cada grupo, o que diminui o viés de classificagdo do estudo.

Em relagao ao “template” de analise proposto, € possivel inferir que a maioria
das células da regiao de Q2 sao hemacias, pois expressam o antigeno de superficie
CD235a (glicoforina A). A glicoforina A é a maior proteina transmembranaria nas
hemacias, abrangendo de 2% a 4% das proteinas de membrana (20) e quando
adicionado o agente indutor de hemdlise (agua destilada) (11) esta populagao
diminui ou desaperece a depender da osmolaridade da solucéo final. Ademais, a
populacdo das regides de Q3 e Q4 expressam antigenos de superficie como as
glicoproteinas CD42 e CD42b e os receptores de agregacao plaquetaria CD41 e
CD61, assim, pode-se inferir que os eventos citométricos nestas regides sao
plaquetas (19).

As curvas de fragilidade osmoética por citometria de fluxo - considerando a
percentagem de hemacias residuais versus concentracao de NaCl - assumiram uma

forma dose-resposta sigmodide similar as observadas nas curvas de fragilidade
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osmatica tradicional. Entretanto, elas sao invertidas, pois a fracdo de hemacias
residuais € mensurada pelo citdmetro de fluxo e considerada para o calculo (figura
4). No FO-T os valores plotados correspondem as hemacias lisadas. Estes
resultados sugerem que a citometria de fluxo usando decréscimo de concentracdes
de NaCl pode ser usadas para avaliar a fragilidade osmaética das hemacias. Além
disso, pois as curvas obtidas para casos e controles sao distintas.

O FCM (que é semelhante ao ponto em que se observa metade do efeito
maximo nas curvas dose-resposta, ou seja, o EC50) captura o deslocamento a
esquerda ou a direita da curva e foi usado para comparar as curvas de fragilidade
entre casos e controles. Assim, observou-se que o FCM dos casos foi diferente do
FCM dos controles em todas as condi¢des testadas. Este resultado demonstra que a
curva proposta foi capaz de reportar o aumento da fragilidade osmaética dos casos.

O valores da FCM também foram usados para comparar todas as condicoes
pré-analiticas testadas. O FCM do sangue fresco foi diferente do FCM do sangue
incubado em todas as instancias, exceto para os controles no sangue heparinizado,
indicando que a incubacao a 37°C por 24 horas influencia o FO-CF. Por outro lado, o
sangue fresco com os anticoagulantes heparina e EDTA tiveram valores de FCM
similares. O mesmo resultado foi observado no sangue incubado. Em suma, os
resultados sugerem que a incubagao e o anticoagulante, tem um maior e um menor,
efeito sobre o FO-CF, respectivamente.

Para encontrar a condigao pré-analitica e as concentracbes de NaCl que
permitissem uma maior acuracia no rastreio de EH por FO-CF, realizou-se a analise
da curva ROC das concentracdées de NaCl no qual os casos e controles foram
claramente distintos nos valores das percentagens de hemacias residuais. Cem por
cento de sensibilidade e especificidade foram obtidos com 5,5 e 6,0 g/L de NaCl no
sangue fresco-EDTA; 6, 6,5, 7, 7,5, e 8 g/L no sangue incubado-EDTA e em
nenhuma das concentragbes de NaCl no sangue heparinizado. Estes resultados
indicam que o EDTA é o anticoagulante de escolha para a fragilidade osmética por
citometria de fluxo e as concentragdes de NaCl capazes de discriminar os casos dos
controles, € maior no sangue incubado a 37°C por 24 horas do que no sangue
fresco. Entdo, a incubacdo do sangue-EDTA aumenta a faixa de concentragdo de
NaCl capaz de distinguir casos e controles por citometria de fluxo. Isto pode resultar

em uma maior acuracia diagnostica.
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As concentracdes de 5,5 e 6 g/L de NaCl demonstraram, respectivamente,
valores de ponto de corte de hemacias residuais de 29% e 76,5% no sangue fresco-
EDTA. As concentragdes de 6, 6,5, 7, 7,5, e 8 g/L de NaCl apresentaram ponto de
corte de heméacias residuais de 6%, 20%, 40%, 65,5%, e 86,5% no sangue
incubado-EDTA, respectivamente. Estes seriam os pontos da curva de fragilidade
osmatica por citometria de fluxo ideais para o rastreio de EH.

Estes resultados sugerem que o rastreio poderia ser realizado por citometria
de fluxo usando duas concentragées de NaCl (configuragdo de dois tubos distintos).
Depois da incubagao do sangue colhido em EDTA a 37°C por 24h, a suspensao de
hemacias é contada na concentragcao de 10 g/L de NaCl e em outra concentragao
com um estresse osmotico adequado (ex. 7,5 g/L de NaCl). O aumento da
fragilidade osmdtica seria detectado se a percentagem de hemacias residuais for
menor que 65,5%.

Na configuracéo de dois tubos distintos nao seria necessario a interrupgcao da
aquisicao para adigdo de agua, preservando as vantagens FO-CF sobre a FO-T
(menos laborosa e mais rapida) e permitindo que a execugéao do teste seja realizada
em qualquer citbmetro de fluxo e “software” de analise.

E importante ressaltar que as melhores concentracdes de cloreto de sédio
para o rastreio de EH usando sangue fresco sao diferentes do material incubado.
Todos os métodos de fragilidade osmotica por citometria de fluxo descritos na
literatura utilizam sangue fresco-EDTA, e realizaram o protocolo de analise partindo
da concentragdo de salina normal (9 g/L) e alcangam a concentragédo de 5 g/L apds
a adicado de agua destilada. No presente estudo, 5 g/L nao foi a melhor concentragao
para distinguir pacientes com EH dos individuos saudaveis. Para sangue fresco-
EDTA sugere-se que a fragilidade osmotica por citometria de fluxo seja realizada
com salina hipotbnica a 6 g/L de NaCl. No entanto, a maior capacidade
discriminatéria foi obtida no sangue incubado-EDTA. Neste caso, recomenda-se o
uso de 7,5 g/L de NaCl como salina hipotdnica pois as concentragdes (6 g/L —
sangue fresco-EDTA e 7,5 g/L no sangue incubado —EDTA) possuem uma maior
faixa de separacao entre a menor porcentagem de hemacias residuais do controle
com a maior percentagem de hemacias residuais do caso.

A Unica investigacao sobre o efeito da incubagao presente na literatura usa 5
g/L, nesta concentragdo houve uma piora na diferenciagdo entre casos e controles

quando comparado ao sangue fresco-EDTA. Os achados do presente estudo
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corrobora com este resultado: para 5 g/L de NaCl obteve-se sensibilidade = 95%,
especificidade = 80%, AUC = 0,89 (p<0,0001), e ponto de corte de 1,5% (numeros
piores que os obtidos no sangue fresco-EDTA). Este estudo acrescenta que a
capacidade diagndstica de outras concentragdes de NaCl (6, 6,5, 7, 7,5, e 8 g/L) sao
melhores que 5 g/L, comparaveis ou superiores aos obtidas no sague fresco-EDTA
(Tabela 2). Assim, recomenda-se que outros estudo re-investiguem a questdo de
incubar ou ndo o sangue para se obter uma definigdo sobre o assunto.

A tabela 3 compara os parametros diagnosticos e protocolo deste trabalho
com os de outros estudos da literatura. Fica claro que um protocolo definitivo deve
ser proposto de forma que compreenda todas as possiveis configuragbes para o
ensaio. Os achados deste estudo alertam, principalmente, para que outras

concentragdes de NaCl e a incubacéo sejam consideradas.
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Tabela 3 - Comparacéao entre os parametros diagnésticos dos diferentes formatos de

execugao do FO-CF disponivel na literatura (sangue fresco — EDTA) com os

achados do presente estudo.

A i _ Ponto Concentragdao Concentragao Formato
Referéncia Sensibilidade Especificidade de corte inicial de NaCl  final de NaCl do teste
12 o o 0 1tuboe
Warang et al. 100% 98% 23,59% 9g/L 5g/L sobreposicéo
de leituras
1tubo e
Won e Suh " 100% 96% 23% 9g/L 5g/L sobreposicéo
de leituras
Park et al." 97% 95,8% 10,8% 9g/lL 5g/L 1tubo e
duas leituras
1tubo e
Manivannan et al. 92,5% 98,3% 16,29% 9g/L 5g/L sobreposi¢ao
virtual das
leituras
Ciepiela et al. 13 1tubo e
o 83,3% 87,6% 23,34% 9g/L 59/L sobreposigéo
aquisicao por 214s de leituras
Ciepiela et al. ™ 90% 84,6% 17,3% 9g/L 5g/L ! tubo e
aquisicio por 300s 0 070 970 g g sobreposwao
de leituras
Este estudo 95% 95% 5,5% 10 g/L 5g/L 2 tubos
duas leituras
Este estudo 100% 100% 29% 10 g/L 5,5 g/L 2 tubos
duas leituras
Este estudo 100% 100% 76,5% 10 g/L 6 g/L 2 tubos

duas leituras

Finalmente, a principal limitacdo do estudo é o tamanho pequeno da amostra.

Recomenda-se a replicagao deste trabalho para confirmacdo dos seus achados,

bem como a determinacgao local dos valores criticos para execugao do ensaio, como

o ponto de corte de hemacias residuais e concentragao de NaCl.
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6 CONCLUSAO

A citometria de fluxo é capaz de gerar curvas de fragilidade osmoética ao se
expor hemacias a concentragbes decrescentes de NaCl. O EDTA é o anticoagulante
de escolha para a FO-CF. A incubacéo a 37°C por 24h pode aumentar a acuracia
diagndstica do teste. A concentracdo de NaCl mais confiavel para a discriminagao
entre casos e controles foi de 6 g/L de NaCl no sangue fresco-EDTA e 7,5 g/L de
NaCl no sangue incubado-EDTA. Estas concentragdes propiciaram a execug¢ao do

ensaio na configuragao de dois tubos.
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perda de resistdncia osmética, elasticidade e capacidade de deformagdo. Assim, o dedeito celular primério &
a perda de drea relativa entre superficie de membrana e volume intracelular © que resulta na forma
eslercidal. O teste de fragilidade osmética convencional, que utiliza uma série de solugdes hipotdnicas, é o
método diagndstico para esferocitose hereditiria mais utilizado na rotina laboratorial. O principio do nove
método é ressuspender as hemdcias em uma solugiio de salina isotdnica (0.9%), mensurar a quantdade de
eritrbcitos, induzic a hemblise pela adigiio de dgua deionizada e medir a quansdade
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de células residuais ao longo do ternpo no citdmatro de fluxo. Por fim, a porcentagem de células residuais &
calculada a partir da relagdio entre a quantidade inicial @ final de células. Este novo método tém muitas
vantagens sobre o teste convencional: (1) menos laborioso, (2) mais répido, (3) ndo necessita de pré-
incubagiio das amostras de sangue, (4) baixo custo e (5) tem maior sensibildade. O objetivo primdrio serd
desenvolver um ensaio para fragilidade osmética baseado em citometria de fluxo que independa da
sobreposicdo de leituras (overlay) definindo: a) Se as curvas dose-respostas % de salina versus % de
células lisadas no ensaio para fragiidade osmética baseado e citometria de fluxo é equivalente ac ensaio
convencional; b) A concentragdo de salina que permita distinguir os trés grupos de estudo: fragilidade
osmética aumentada, normal e diminufda. Serio recrutados 80 individuos de ambos os sexos com idade
superior a0s 18 anos que seriio divididos em 3 grupos: grupo 1 - fragildade osmética normal, controles
(nw20), grupo 2 ~ fragiidade osmd%ca aumnentada, esferccitose hereditiria (ne20), e grupo 2 - fragiidade
osmética diminuida, talassemia ou anemnia deficidncia de ferro (n«20). Os participantes da pesquisa serdo
recrutados a partir de clentes de um laboratério privado do Distrito Federal que procurarern o exame de
fragilidade osmética, contagens de céluas sanguineas (hemograma), eletroforese de hemnoglobina e que
atendam os critérios descritos em cada grupo. A metodologia consiste na coleta de sangue venoso do
voluntério por pungiio de veia braquial periférica em quatro tubos de 4 mL: (2) Vacuette K2 EDTA, (1)
Vacuette heparina e (1) Vacuette SiO2 com gel separador. Serdio realizados os testes de fragilidade
osmética tradicional, fragilidade osmética comparativo. A percentagem de células residuais em cada tubo
serd calculada pela razio entre o ndmeros de eventos do tubo em questiio e © nimero de eventos do tubo
ndmero 1 (concentragdo em que %odas as células estiio interas). Em seguida, os valores obtidos dos
ensaios serdo convertidos em porcentagem de células lisadas pelo subtragiio de 100%. Este valor serd
representado graficaments de acordo com a concentragdo salina. Na metodologia de andlise de dados, as
curvas dose-resposta seriio construldas com auxflio do software Prism 6 (GraphPad) utilizando o modelo
“log (agonist) vs. normalized response ~ Variable slope®™. A comparagdo entre as curvas dose-resposta
utilizaré o método “Extra sum-of ~ squares F test” e os parimetros comparados serdio “LogECS0" o
“HilSlope®, estas andlises serdio executadas no software Prism 6 (GraphPad). As medias e o desvios
padroes da porcentagem de oblulas Esadas nos diferentes tubos e nos diferentes grupo serdio comparadas
pelo teste one-way ANOVA seguido do teste de comparagdes mikiplas de Dunn, ambos implementados no
software Prism 6 (GraphPad). O nivel de significincia considerado para este estudo serd de 5% Os
Critérios de Incdlusiio forarn definidos a seguir pelos pesquisadores: Grupo 1 - volumtérios com fragilidade
osmética normal (n « 20) Hemoglobina maior que 11 glil,
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percentagem de reticulécitos menor que 2.2, bilrrubina total menor que 1 mg/dL, ausédncia de esferdcitos.
Hemograma com volume corpuscular médio (VCM) e hemoglobina corpuscular média (HCV) e indice de
anisocitose (RDW) normais. Fragiidade osmética, ferritina, desidrogenase lictica e antiglobulina normais.
Grupo 2 - Voluntérios com fragiidade osmética aumentada (esferocitose hereditiiria) (n «» 20) Hemoglobina
menor que 10.8 gidL, porcentagem de reticulécitos maior que 2.2, bilirubina total maior que 1 mg/dL,
presanga de esferdcitos e fagilidade osmética aumentada. Ferritina, lactato desidrogenase e antiglobulina
normais. Grupo 3 - Voluntérios com fragilidade osmética dminuida (Anemia por deficiéncia de ferro ou
talassernia) (n « 20) Hemograma com parimetos hematolégicos sugestvos de anemia ferropriva (volume
corpuscular médio - VCM e hemoglobina corpuscular média - HCV reduzidos, indice de anisocitose - RDW
elevado, ldmina de extensiio sanguinea (esfregago de sangue) com elevada percentagem de hemécias
hipocrémicas), ferritina alterada, lactato desidrogenase e antiglobulina normais [10] ou parimetros
hematoldgicos sugestivos de talassemia (VCM e hemoglobina reduzidos, nimero de hermnécias aumentadas,
dentre outros) e eletroforese de hemoglobina alterada e fragilidade osmética diminuida. O Critério de
Exdlusiio foi definido como: "Individuos com anemia hemolitica caracterizados por antiglobulina ou lactato
desidrogenase alterados”.

Corfouscho de Pwsowe 1 077 274

Objetivo da Pesquisa:

O Objetivo Primério seré desenvolver um ensaio para fraglidade osmética baseado em citometria de fluxo
que independa da sobreposicdio de leituras (overlay) definindo.a)

Se as curvas dose-respostas % de salina versus % de células lisadas no ensaio para fragiidade osmética
baseado em citometria de fluxo & equivalente a0 ensaio convencional. b) A concentragiio de salina que
permita distinguir os trds grupos de estudo: fragilidade osmébtica aumentada, normal e diminuida. Nio ha
descrigiio de Objetivo Secundério.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Os Riscos foram definidos pelos pesquisadores, siio os mesmos associados a coletas de material para
exames bioquimicos tradicionais, considerados risco minimo aos participantes, definido como aguele
geralmente encontrado na vida cotidiana ou durante a realizacdo e avaliagdes fisicas de rotina, induindo
coleta de espécimes por pungdo venosa, procedimentos nilo-invasivos empregados rotineiraments em
prétticas clinicas.

E os Beneficios foram descritos pelos pesquisadores como sendo: "Este trabako formecerd evidéncias se
um método para detecgdo de fragilidade osmética baseada em citometria de fluxo, que independa do
“overlay” cu sobreposiciio de leituras. As vantagens dos métodos baseados em citormetria de fluxo sobre o
convencional sio: (1) menos laborioso, (2) mais rapido, (3) nio
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necessita de pré-incubagdo das amostras™.

Comentérios ¢ Consideragbes sobre a Pesquisa:

Esse projeto relata a respeito da "Validagio de um ensaio para fragilidade osmética de eritrécitos baseado
e citormetria de fluxo que independa da capacidade do equipamento fazer sobreposiciio de leituras antes e
apés a adigdo do agente indutor de hemélise™. O objetivo primério serd desenvolver um ensaio para
fragilidade csmética baseado em citometria de fluxo que independa da sobreposiciio de leituras (overlay)
definindo: a)

Se as curvas dose-respostas porcentagem de salina versus porcentagem de células isadas no ensaio para
fragilidade osmética baseado em citometria de fluxo é equivalente ao ensaio convencional. b) A
concentragiio de salina que permita distinguir os trés grupos de estudo: fragilidade csmética aumentada,
normal e diminuida. Na metodologia seriio recrutados 80 participantes da pesquisa de ambos 0s sexos com
idade superior aos 18

anos que serdo divididos em 3 grupos: grupo 1 - fragilidade osmética normal, controles (ne20), grupo 2 -
fragiidade osmética aumentada, esferocitose heredtiria (ne20),; e grupo 3 - fragilidade csmética dminuida,
talassemia ou anemia deficéncia de ferro (n=20). Serd feita a coleta de sangue venoso do volumtério por
pungiio de veia braquial periférica ern quatro tubos de 4 mb. Serdio realizados os testes de fragilidade
osmética tradicional, fragilidade osmética comparativo. Haverd metodologia de andlise dos dados. Foram
definidos os critérios de inclusiio e exclusdo, assim como, foram descritos os riscos e os beneficios da
pesquisa. O projeto apresenta mérito cientifico e segue 0s pressupostos preconizados na resolugiio n®
48612 do Conselho Nacional de Sadde.

Cortouscho de Pwsowe 1 377 274

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:

Forarmn apresentados os seguintes termos e elementos: 1) Folha de rosto devidaments assinada tanto pelo
pesquisador responsivel quanto pelo responsdvel pela instituigiio proponente; 2) Informagdes basicas do
projeto; 3) Documento de awutorizagiio para a realizagiio da pesquisa no laboratério Sabin, 4) Projeto de
pesquisa, 5) TCLE, mas ainda que necessta acréscimos, 8) Critérios de inclusiio e exclusdo; 7) Riscos e
beneficios. 8) Termo de responsabilidade; §) Cronograrma com previsdo de inicio de coleta de dados em
fevereiro de 2016 e encerramento da pesquisa em dezembro de 20186; 10) Orgamento.

Recomendagdes:
O CEP-UniCEUB ressalta a necessidade de desenvolvimento da pesquisa, de acordo com o protocoko
avaliado e aprovado, bem como, atengdo as diretrizes éticas nacionais quanto aocs
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incisos XL1 @ XI.2 da Resolug@o n® 486/12 CNSMS concemerntes &s responsabilidades do pesguisador no
desenvolvimento do projeto:

XL1 - A responsabiidade do pesquisador 6 indelegével @ indeclindvel @ compreende os aspectos éticos o
legais.

X12 - Cabe ao pesquisador:

c) desenvolver o projeto conforme delineado,

d) elaborar @ apresentar os relatirios parciais o finad;

©) apresentar dados solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento,

f) manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e responsabildade, por um
periodo de 5 anos apds o término da pesquisa;

g) encaminhar os resultados da pesquisa para publicag@o, com os devidos créditos aos pesquisadores
associados e ao pessoal téonico integrante do projeto; e

h) justificar fundamentadamente, perante o CEP ou a CONEP, interrupgiio do projeto ou a ndo publicagdo
dos resultados.

Observagiio: Ao final da pesquisa enviar RelatSrio de Finalizag®o da Pesquisa ao CEP. O envio de relatdérios
deverd ocorrer pela Plataforma Brasil, por meio de notificagiio de everto. O modelo do relatério encontra-se
disponivel na pagina do UniCEUB

http:Awww.uniceub. brinstituicao/pesquisa/inst30_pesquisacomitebio. aspx, em Relatério de Finalizagdo o
Acompanhamento de Pesquisa.

Cortouacio do Pwreowe: 1 377 274

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

A pesquisa estdé em condigdes de ser iniciada, entretanto, algumas corregdes devem ser realizada no
protocolo de pesquisa, e enviadas ao CEP, sob a forma de emenda:

1) Acrescentar no TCLE o e-mail do CEP UniCEUB e os dados do pesquisador (telefone e e-mail) logo
abaixo do local de assinatura;

2) Retirar da Folha de Rosto o Laboratbrio Sabin como Patrocinador Principal, o mesmo & proponente,
instituigdo de vinculo do pesquisador principal @ executora do estudo. Parocinadora seria outra instituigdo
que contribui para o desenvolvimento da pesquisa, principaimente com o custo financeiro, mas ndo é a
executora.

3) Substituir na Folha de Rosto, a assinatura do responsdvel pela Instituigdo Proponente, pois foi assinada
pelo pesquisador responsiivel. Da mesma forma, uma mesma pessoa ndio pode ser o pesquisador e
autorizar a si préprio realizar a pesquisa.
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2) Retirar da Folha de Rosto o Laboratdrio Sabin como Patrocinador Principal, o mesmo é proponente,
instituic@o de vinculo do pesquisador principal @ executora do estudo. Parocinadora seria outra instituicdo
que contribui para o desenvolvimento da pesquisa, principaimente com o custo financeiro, mas ndo é a

execulora.

3) Substituir na Folha de Rosto, a assinatura do responsével pela Instituigdo Proponente, pois foi assnada
pelo pesquisador responsivel. Da mesma forma, uma mesma pessoa ndio pode ser o pesquisador e

autorizar a si pedprio realizar a pesquisa.
Consideragdes Finals a critério do CEP:

Protocolo avaliado ad referendum pelo CEP-UniCEUB, com parecer N* 1.373.181/2015, tendo sido
homologado pela coordenadora em 17 de dezembro de 2015.

Este parecer fol elaborado baseado nos dooumentos abaixo relacionados:

Endeeego: SEPN 70707 - Bioco 8, sda 8110, 1° andar
Bairre:  Setor Universitiric CEP: 70.790.07%
UF: OF Nunidpic: BRASILIA
Telefone: (57130651511

Tipo Documnento I Arquivo Postagern Autor Situagiio
Informagdes Bascas| PB_INFORMAGOES_BASICAS DO_P | 11122015 Aceito
| do Projeto ROJETO 627384 pdf 22:56:05 _

Folha de Rosto Folhaderostofragiiade pdf 11122015 |Gustavo Barcelos Aceito
2251:25 |Barra

TCLE /Termos de | TCLE fragilidade. pdf 10122015 |Gustavo Barcelos Aceito

Assentimento / 14.12:.04 |Barra

Justfcativa de

Auséncia

Declaragio de Termo_responsabilidade_fragilidade.pdf| 18112015 |Gustavo Barcelos Aceito

| Posqu mdores 15:10:43 |Barra

Declaragio do Termo_de_concordancia_fragiidade pdf| 18112015 |Gustavo Barcelos Aceito

Patrocinador 15:.10:15 | Barra

Projeto Detalhado / | projeto_CEP_fragiidade_v1.docx 16112015 |Gustavo Barcelos Aceito

Beochura 115358 |Barra

Qutros Curriculo_Lattes_assistenta2 pdf 18112015 |Gustavo Barcelos Aceito
11:45:45 |Barra

Qutros Curriculo_Lattes_assistente 1. pdf 16112015 |Gustavo Barcelos Aceito
11:48:22 |Barra

Qutros Curriculo_Lattes Pesquisador_principal.| 16112015 |Gustavo Barcelos Aceito
11:47:44 |Barra

Parecer:
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Fagra o0 3e af

44



Cortauacio do Parecwr: 1377 274

CENTRO UNIVERSITARIO DE % PlaboPorma
BRASILIA - UNICEUB woﬂl

BRASLIA, 20 de Dezembro de 2015

Assinado por:
Marilia de Queiroz Dias Jacome
(Coordenador)

Endesego: SEPN TOTAO0T - Booo 8, sela 8110 1° andar

Bairre:  Setor Universiviric

CEP: 70790075

UF: DF Municipic: BRASILIA

Telafone: (51)30851511
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Thulo da Pesquisa: Validagiio de umn ensaio para fragilidade csmética de eritrécitos baseado emn ctometria
de fluxo que independa da capacidade do equipamento fazer sobreposiciio de leturas
antes e apés a adigiio do agente indutor de hermndlise.

Pesquisador: Gustavo Barcelos Barra

Arca Temdtica:

Versdo: 4

CAAE: 51112215.0.0000.0023

Instituigdo Proponente: LABORATORIO SABIN DE ANALISES CLINICAS LTDA
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER
NGmero do Parecer: 2.496.436

Apresentagdo do Projeto:

Titwlo: Este projeto tem como titulo: *Validagiio de un ensaio para fragilidade osmética de eritrécitos
baseado em citometria de fluxo que independa da capacidade do equipamento fazer sobreposigio de
leituras antes e apés a adigio do agente indutor de hemdlise®.

Introdugdio = A esferocitose hereditiria 6 a causa mais comum de hemdise crénica hereditiria na populagdo
ocidental, com prevaléncia de 1 em 5.000 individuos. Suas manifestagdes dinicas variam amplamente,
sendo que as mais tipicas sio: sinais de hemdlise com anemia, reticulocitose, esplenomegalia, ictericia e
célculos biiares. A presenga de esfercitos no sangue periférico resulta de alteragdes quantitativas elou
qualitativas das proteinas da membrana do erivdcito. Estas proteinas sio responsdveis por manter a forma
discoide bicdncava da célula, permitindo a sua deformabilidade no trénsito da microvasculatura. A
deficidncia dessas proteinas de membrana resulta em perda de resistdncia osmética, elasticidade e
capacidade de deformagiio. Assim, o defeito celular primédirio é a perda de drea relativa entre superficie de
membrana e volume intracelular o que resulta na forma esferoidal. O teste de fragilidade osmética
convencional, que utiliza uma série de solugdes hipotdnicas, 6 o método diagndstico para esferccitose
hereditiria mais utilizado na rotina laboratorial. O principio do novo método & ressuspender as hermnécias em
uma solugdo de sadina isctdnica (0.5%), mensurar a quantidade de eritrécitos, induzir a hemndlise pela adigdo
de dgua deionizada e medr a quantdade de células residuais a0 longo do termpo no
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citdmetro de fluxo. Por fim, a porcentagem de células residuais é calculada a partir da relagio entre a
quantidade inicial e fnal de células. Este novo método thmn muitas vantagens sobre o teste convencional: (1)
menos laborioso, (2) mais rapido, (3) nilo necessita de pré-

incubagdo das amostras de sangue, (4) baixo custo e (5) tem maior sensibilidade.

Objetivo « O objetivo primédirio serd desermvolver um ensaio para fraglidade csmdfca baseado em citometria
de fluxo que independa da sobreposicdo de kituras (overay) definindo: a) Se as curvas dose-respostas %
de saina versus % de células lisadas no ensaio para fragiidade osmética baseado em citormetria de fluxo &
equivalente a0 ensaio convencional; b) A concentragiio de salina que permita distinguir os trés grupos de
estudo: fragilidade osmébtica aumentada, normal e dminuida

Metodologia » Seriio recrutados 60 individuos de ambos os sexos com idade superior acs 18 anos que
serdo divididos em 3 grupos: grupo 1 - fragilidade osmética normal, controles (n=20), grupo 2 - fragiidade
ocumdica aumentada, esferocitose hereditiiia (ne20), e grupo 2 ~ fragiidade csmética dminuida, talassemia
ou anernia deficiéncia de ferro (n«20). Os participantes da pesquisa seriio recrutados a partic de clentes de
umn laboratério privado do Distrito Federal que procurarem o exame de fragilidade osmética, contagens de
células sanguineas (hemograma), eletroforese de hemoglobina e que atendam os critérios descritos em
cada grupo. A metodologia consiste na coleta de sangue venoso do voluntirio por pungiio de veia braguial
periférica em quatro tubos de 4 mL: (2) Vacuette K2 EDTA, (1) Vacuette heparina e (1) Vacuette SiO2 com
gel separador. Serdio realizados os testes de fragilidade osmébtica tradicional, fragilidade osmética
comparativo. A percentagem de células residuais em cada tubo serd calculada pela razio entre o ndmercs
de evertos do twbo em questdo e o nimero de eventos do tubo nimero 1 (concentraglio em que todas as
células estio inteiras). Em seguida, os valores obtidos dos ensaios seriio convertidos ermn porcentagem de
células lisadas pelo subtragiio de 100%. Este valor serd representado graficamente de acordo com a
concentragiio salina.

Meatodologia de andlise de dados « Na metodologia de andlise de dados, as curvas dose-resposta serdo
construidas com auxflio do software Prism & (GraphPad) utilizando o modelo “log (agonist) vs. normalized
response -~ Variable siope”. A comparag@o entre as curvas dose-resposta utiizard o método “Exra sum-of ~
squares F test” e os parmetros comparados seriio “LogECS0" e *HillSlope®, estas andlises seriio
executadas no software Prism 6 (GraphPad). As médias e o desvios padrdes da porcentagem de células
lisadas nos diferentes tubos e nos diferentes grupo serdio comparadas pelo teste cne-way ANOVA seguido
do teste de comparagdes mdltiplas de Dunn, ambos implementados no software Prism 8 (GraphPad). O
nivel de significdncia considerado para

Cortuacio do Parsowr: 2 402 0
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este estudo serd deo 5%.

Acréscimo metodolégico » a) Coleta de material bicldgico. Dois tubos de sangue periférico contendo 4 mL
serdo colhidos da veia do brago por técnico especializado emn coleta. As amostras da primeira etapa foram
descartadas. Para a andlise gendmica haverd um novo recrutamento e aplicagiio do TCLE especifico para
esta otapa. Nio haverd formagiio de biorrepositério. b) Obtengiio de &cidos nucléicos « DNA gendmico serd
extraldo utiizando o extrator de DNA autormatizado Magna Pure 98 (Roche) com o kit “DNA and Viral NA
small volume™ seguindo as instrugdes do fabricante. O DNA extraldo serd quantificado no equipamento
“Agilent 4200 TapeStation System” (Agilent Technologies). c) Preparo da amostra para sequenciamento « O
exoma dos pacientes serd enriquecido com o uso do kit “SureSelect sequencing Human All Exon™ V5 Post
(Agilent technologies) seguindo protocok recomendado pelo fabricante. A qualidade da fragmentagdo
enzimitica, ligagdo dos adaptadores e captura do exoma serd avaliada também no “Agilent 4200
TapeStation System” (Agilent Technologies). d) Especificagdo do tipo de NGS feito » Amplificagiio clonal
sequenciamerto do “pool” de biblictecas dos pacientes serd feita no equiparmento "NextSeq 500 sequencer™
com o kit NextSeq 500/550 V2 Midi output kit - 150 ciclos) (ambos Blumina). A andlise de bioinformatica
envolverd: andlise das métricas de qualidade feitas no aplicativo FastQC (Babraham Bioinformatics),
alinhamento contra o genoma de rederencia humano (hg19) com o uso do algoritmo “Burrows-Wheeler
Aligner - BWA", seguindo da remogdo de duplicatas, realinhamento de Indels, recalibragiio da qualidade da
base e chamada de variante usando o "Genome Analysis Toolkit - GATK™. A anotagiio das variantes serd
feito por meio da andlise do arquivo VCF na plataforma “variant interpreter” (lllumina). As varantes
idenrtificadas serfio confirmadas por sequenciamento Sanger a/ou PCR alelo especifico. @) Local onde serdio
executada as andlises » As andlises seriio executadas na instituigiio proponents deste projeto. No entanto,
um equipamento necessirio para a condusiio da pesquisa ainda ndo encontra-se disponivel no laboratério
(NextSeq 500 sequencer). Assim, niio se pode descartar a necessidade do auxflic de empresa
especializada, a ser definida, para completude &gil do projeto mas esta secia © ultima opgdo. f) Alvos
gendmico analisados » Os genes relacionados a esferociiose hereditivia (ANK1, SPTA1, SPTB, EPB42,
SLC4A1) terdo prioridade na investigag@o por variantes genéticas. Na auséncia de mutagdes nestes 5
genes, a andlise serdé expandida para os genes envolvidos com anemias hemoliticas heceditarias (ADA,
AKA1, ALDOA, CYBSR3, EPB41, G&PD, GCLC, GPI, GSR, GSS, HK1, NTSC3A, PFKL, PFKM, PGK1,
PIEZO1, PKLA, SLCO1B1, SLCO1B3, TPI1, UGT1A1, UGT1AS, UGT1A7). O exoma completo somente
serd visualizado e analisado na auséncia de mutagiio patogénica nos genes supracitados.
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Critérios de Inclusio « foramn definidos a seguir pelos pesquisadores: Grupo 1 - Voluntérios com fragiidade
osmética normal (n « 20) Hemoglobina maior que 11 gidl, percentagem de reticulécitos menor que 2.2,
bilirrubina total manor que 1 mg/dL, ausdncia de esferdcitos. Hemograma com volume corpuscular médio
(VCM) e hemoglobina corpuscular média (HCV) e indice de anisocitose (RDW) normais. Fragilidade
osmética, ferritina, desidrogenase lactica e antiglobulina normais. Grupo 2 - Voluntérios com fragilidade
osmdtica aumentada (esferccitose hereditiria) (n « 20) Hemoglobina menor que 10.9 gkil, porcentagem de
reticulécitos maior que 2.2, bilirubina total maior que 1 mgkil, presenga de esfertcitos e fragilidade
osmbtica aumentada. Ferritina, lactato desidrogenase e antigiobulina normais. Grupo 3 - Voluntérios com
fragilidade osmética diminuida (Anemia por deficidncia de ferro ou tadassemia) (n » 20) Hemograma com
parimetros hematolégicos sugestivos de anemia ferropriva (volume corpuscular médio - VCM e
hemoglobina corpuscular média - HCV reduzidos, indice de anisocitose - RDW elevado, ldmina de extensdo
sanguinea (esfregago de sangue) comn elevada percentagemn de hemécias hipocrémicas), ferritina alterada,
lactato desidrogenase e antiglobulina normais [10] ou par@metros hematoldgicos sugestivos de talassemia
(VCM e hemoglobina reduzidos, nimero de hemécias aumentadas, dentre outros) e eletroforese de
hemoglobina alterada e fragilidade csmética diminuida.

Critbrio de Exclusiio » foi definido como: *Individuos com anemia hemolitica caracterizados por antiglobulina
ou lactato desidrogenase alterados”.

Acréscimos dos critérios a esse emenda « Critérios de indusiio e exclusio dos participantes da pesquisa
quarto ao novo itern de estudo.

Critério de inclusdo » Ter se voluntariado como caso de esferocitose heceditiria para primeira etapa da
pesquisa, @ condigiio dlinica ter sido confirmada pelos ensaios bioquimicos e hematoldgicos previamente
executados.

Critério de exclusdo » Se recusar a participar desta segunda etapa da pesquisa (andlise gendmica).

Cortruscho de Pwsow 2 400 00

Objetivo da Pesquisa:

O Objetivo Primério serd desenvolver um ensaio para fragilidade osmética baseado em citometria de fluxo
que independa da sobreposicdo de leituras (overiay) definindo: a)

Se as curvas dose-respostas % de salina versus % de células lisadas no ensaio para fragilidade csmética
baseado em citometria de fluxo é equivalente a0 ensaio convencional. b) A concentragiio de salina que
permita distinguir os trés grupos de estudo: fragiidade osmética aumentada, normal e diminuida.

Niio hé descrigiio de Objetivo Secundério.
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Objetivo geral e especifico (se houver) quanto & andlise gendmica dos participantes da pesquisa «
Identificar as variantes genéticas causadoras da condiglio - Esferocitose Hereditiria - nos pacientes do
estudo supracitado.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Os Riscos foram definidos pelos pesquisadores, siio 0os mesmos associados a coletas de material para
exames bicquimicos tradicionais, considerados risco minimo aocs participantes, definido como aguele
geralmente encontrado na vida cotidiana ou durante a realizagdo e avaliagdes fisicas de rotina, induindo
coleta de espécimes por pungdo venosa, procedimentos nio-invasivos empregados rotineiramente em
prétticas clinicas.

E os Beneficios foram descritos pelos pesquisadores como sendo: "Este trabaho forecerd evidéncias se
um método para detecgdo de fragilidade osmética baseada em citometria de fluxo, que independa do
“overlay” ocu sobreposiciio de leituras. As vantagens dos métodos baseados em citormetria de fluxo sobre o
convencional sdo: (1) menos laborioso, (2) mais ripido, (3) ndo necessita de pré-incubagdo das amostras®.
Riscos e beneficios associados & andlise genética adicionados & emenda « Riscos - Nio identificagiio da
variante ganética (possivel causa da condiglio) e isto gerar ansiedade no voluntiirio. A descoberta de uma
variante genética na famllia impactar indiretamente outro membro que niio desejava receber esta
informagdo. Achados secundérios ndo relacionados a doenga (caso seja necessdria a andlise do exoma
completo).

Beneficios - Clentificos: Identificagiio das mutagdes causadoras de esferccitose hereditiria na populagdo
brasileira. Descoberta de novos genes associados & condigdo. Para o voluntirio: Confirmagiio final do
diagnbéstico e caracterizagiio da eticlogia genética da sua condgiio; informagdio il no aconselhamento
genético dos participantes, informagdo (i na tormada decislio sobre as intervengdes clinicas relacionadas &
condig@o, caso necessirio.

Cortruncho ds Pasow 402 0

Comentérios ¢ Consideragées sobre a Pesquisa:

Esse projeto relata a respeito da "Validagio de un ensaio para fragilidade osmética de eritrécitos baseado
em citormetria de fluxo que independa da capacidade do equipamento fazer sobreposiciio de leituras antes o
apés a adigiio do agente indutor de hemdlise”™. O Objetivo Primério serd desenvolver um ensaio para
fragilidade osmética baseado em citometria de fluxo que independa da sobreposiciio de leituras (overlay)
definindo: a)

Se as curvas dose-respostas % de salina versus % de células lisadas no ensaio para fragilidade osmética
baseado em citometria de fluxo & equivalente a0 ensaio convencional. b) A concentragiio de salina que
permita distinguir os trés grupos de estudo: fragiidade osmética aumentada, normal
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e diminuida. Na metodologia serdio recrutados 60 participantes da pesquisa de ambos 0s sexos com idade
superior aos 18

anos que serdo divididos em 3 grupos: grupo 1 - fragilidade osmética normal, controles (ne20), grupo 2 -
fragiidade osmética aumentada, esferocitose hereditiria (ne20), e grupo 3 ~ fragiidade osmética diminuida,
talassemia ou anermnia deficénca de forro (n=20). Serd feita a coleta de sangue venoso do voluntério por
pungiio de veia braquial periférica ern quatro tubos de 4 mL. Seriio realizados os testes de fragilidade
osmética radicional, fragilidade osmética comparativo. Haverd metodologia de andlise dos dados. Foram
definidos os critérios de inclusiio e excusdo, assim como, foram descritos os riscos e os beneficios da
pesquisa. O projeto apresenta mérito cientifico e segue 0s pressupostos preconizados na resolugiio n®
46612 do Conseho Nacional de Sadde.

A esza ernmenda serd feita a andlise do exoma dos parfcipanies da pesquisa e niio haverd armazenamento

do material genédtico dos participantes da pesquisa.

Cortouscho de Pwsowe 2 400 40

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatéria:

Foram apresentados os seguintes termos e elementos: 1) Folha de rosto devidamente assinadas pelos
respectivos responsiveis, 2) Informagdes basicas do projeto; 3) Documento de autorizagdio para a
realizagdo da pesquisa no laboratdrio Sabin, 4) Projeto de pesquisa;, 5) TCLE, 8) Critérios de inclusdo o
exclusiio, 7) Riscos e beneficios, 8) Termo de responsabilidade; 9) Cronograma. 10) Orgamento, 11)
Declaragdes informando o ndio armazenamento dos acidos nucléicos.

Recomendagdes:

O CEP-UniCEUB ressalta a necessdade de desenvolvimento da pesquisa, de acordo com o protocole
avaliado e aprovado, bem como, atengdo ds diretrizes éticas nacionais quanto aos incisos XL1 e X1.2 da
Resolugdo n® 46612 CNSMS concernentes ds responsabilidades do pesquisador no desenvolvimento do
projeto:

XL1 - A responsabiidade do pesquisador & indelegével @ indeclindvel @ compreende os aspectos éticos e
legais.

X12 - Cabe a0 pesquisador:

¢) desenvolver o projeto cordorme delneado,

d) elaborar @ apresentar os relatdeios parciais o finad,

o) apresentar dados solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momerto,

f) manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e responsabiidade, por um
periodo de 5 anos apds o término da pesquisa;
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g) encaminhar os resultados da pesquisa para publicagdo, com os devidos créditos aos pesquisadores
associados e ao pessoal téonico integrante do projeto; e

h) justificar fundamentadamente, perante o CEP ou a CONEP, interrupgiio do projeto ou a ndo publicagdo
dos resultados.

Observagiio: Ao final da pesquisa enviar RelatSrio de Finalizagdo da Pesquisa a0 CEP. O envio de relatdérios
deverd ocorrer pela Plataforma Brasil, por meio de notificagiio de everto. O modelo do relatério encontra-se
disponivel na pagina do UniCEUB

http:Awww.uniceub. brinstituicao/pesquisalinst30_pesquisacomitebio. aspx, em Relatério de Finalizagdo o
Acompanhamento de Pesquisa.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:

Os pesquisadores atenderamn s solidtagies e o projeto encontra-se apto para aprovagiio.

Consideragdes Finals a critério do CEP:

Protocolo aprovado ad referendum pelo CEP-UniCEUB, com parecer N* 2.496.412x/18, tendo sido
homologado pela coordenagdo em 15 de fevereiro de 2018,

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Informagdes Basicas| PB_INFO! _BASICAS 1 01022018 Aceito
| o Projeto 7 E1.pdf 06:32.09
Projeto Detalhado / | emenda docx 26012018 |Gustavo Barcelos Aceito
Beochura 16.40:00 |Barra
r
Declaragio de dedaracao_de_nao_reposicac_de_repo| 26012018 |Gustavo Barcelos Aceito
Manuseio Matedal | sitorio_pesquisador. pdf 1636802 |Barra
Bioldgico /
B aério |
| Bcobance _
Declaragio de dedaracao_de_nao_formacao_de_bicre| 26012018 |Gustavo Barcelos Aceito
Manuseio Matedial | postorio_insttuicao pdf 163543 |Barra
Bioldgico /
Biorepositério /
| Bcobance _ _
TCLE /Termos de | TCLENGS2 docx 26012018 |Gustavo Barcelos Aceito
Assentimento / 16:35.09 |Barra
Justfcativa de
| Ausfocia _
Folha de Rosto Folho_de_rosto_NGS_2_assinada pdf 26012018 |Gustavo Barcelos Aceito
16:34:24 |Barra
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Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nio

BRASILIA, 15 de Fevareiro de 2018

Assinado por:
Marilia de Queiroz Dias Jacome
(Coordenador)
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