S508

HEMATOL TRANSFUS CELL THER. 2020;42(S2):S1-S567

do procedimento os cuidados de enfermagem sao volta-
dos a acompanhar e monitorar o estado do paciente de
modo a poder reconhecer e intervir imediatamente e de
maneira eficaz caso uma reacdo transfusional ocorra, sem-
pre atentando para o estado fisico inicial do paciente. Ao
finalizar o procedimento de transfusdo sanguinea, o paciente
deve ser reavaliado pelo enfermeiro por meio da afericdo
de sinais vitais e uma monitorizacdo pés-transfusao, e cor-
reta realizacdo de notificacdo de reagoes transfusionais e
manejo de material. Conclusdo: O processo de transfuséo san-
guinea é de competéncia da enfermagem, compreendendo
cuidados minuciosos e de atencdo clinica do enfermeiro, e
deve ser amplamente divulgado e discutido para garantir
a atualizacdo em conhecimentos entre os profissionais que
atuam em hemoterapia, para que possam realizar as praticas
com seguridade e evitar a ocorréncia de eventos adversos.
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Introdugéo: Devido ao amplo espectro de doencas hema-
tolégicas, e a falta de médicos hematologistas e exames
especializados em varias instituicGes que prestam atendi-
mento ao SUS, a definicdo de diagnéstico de alguns pacientes
pode ser dificultosa. Objetivo: Trata-se de discussdo de um
caso clinico de paciente com diagnéstico indefinido entre
leucemia linfocitica crénica (LLC), mieloma maultiplo (MM) e
linfoma. Materiais e métodos: As informacgdes foram obti-
das em revisdo de prontudrio e registro fotografico dos
exames realizados no periodo de internacdo. Relato de caso:
Paciente, sexo feminino, 45 anos, internada em junho de
2019, na Unidade de Terapia Intensiva devido a acidente
vascular cerebral (AVC) sem identificagdo da modalidade,
tromboembolismo pulmonar (TEP) e histérico de suspeita
de neoplasia hematolégica em investigacdo inicial trés dias
antes da internacgdo. Os sintomas se iniciaram em dezem-
bro de 2018 e a paciente evoluiu com quadro infeccioso
e insuficiéncia renal cronica em estado afebril. Os exames
de celularidade e imunofenotipagem da medula éssea (MO)
quando comparados com os valores de referéncia (VR) apre-
sentaram precursores mieloides reduzidos (0,43% VR 0,75 a

1,9%), pequeno aumento da linhagem neutrofilica (57,06% VR
47%) e padrao anormal de distribuicdo dos marcadores CD11
vs CD13 vs CD16, CD10 negativo (anormal) e CD15 heterogé-
neo (anormal). Na linhagem monocitica foi observado um
discreto aumento (3,3% VR 2%) e na linhagem linfoide notou-
se diminuicdo (2,41% VR 16%) suspeitando-se de linfopenia.
Também se observou diminui¢do na linhagem eritroide (25%
VR 30-35%) e padrdo anormal de distribuicdo antigénica dos
marcadores CD36 vs CD71 vs CD105. A MO apresentava eosin-
ofilia (11,2% VR 0,3-4%). O hemograma evidenciou anemia
por doenga crénica, leucocitose (16.800/mm?3), plaquetopenia
(12.000/mm?3) e anisocitose. Os demais hemogramas tém o
mesmo padrao descrito. Discussdo: A apresentacao de anemia
por doenca cronica e plaquetopenia associadas a contagem
de leucdcitos e neutréfilos aumentados, sem formas imaturas
no sangue periférico, sugerem um quadro infeccioso. A lit-
eratura destaca que eventos tromboticos venosos e arteriais
podem acometer até 35% dos pacientes com MM, podendo,
portanto, justificar o quadro inicial de AVC e TEP. A insuficién-
cia renal apresentada também é uma complicacdo frequente
em pacientes com MM, mas a linfopenia na MO néo seria com-
pativel com um quadro tipico de MM. Os antigenos CD10, CD15
e CD13 anormais sdo encontrados em 6%, 7% e 31%, respec-
tivamente, dos casos de MM, mostrando que essa poderia ser
uma manifestagdo atipica da doenca. A taxa reduzida de pre-
cursores mieloides, linhagem linfoide e aumento da linhagem
monocitica indicam acometimento da MO. Por mais que as
manifesta¢des clinicas possam ser derivadas de uma outra
doenca maligna, em seu quadro tipico, como linfoma e a LLC,
a auséncia de linfécitos atipicos no hemograma associada a
linfopenia ndo permite chegar & uma conclusdo definitiva. A
infiltracdo observada no tecido ésseo sugere MM ou linfoma
infiltrado, apesar da linfopenia incompativel. Concluséo: Dev-
ido a variada apresentacdo clinica e a auséncia de algumas
informacodes laboratoriais e de imagem a paciente evoluiu a
6bito sem um diagnostico conclusivo. Isso reforca a necessi-
dade de servicos de hematologia para auxilio no fechamento
de diagnéstico de alguns pacientes.
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Objetivo: Estabelecer um protocolo para obtencao de célu-
las eritroides a partir de iPSC derivadas de individuos com
AF, de modo a obter um modelo experimental in vitro para
desenvolvimento de novas terapias. Material e métodos: Lin-
hagens de iPSC foram previamente geradas e obtidas de
doador saudével (CBTCi003) e paciente com AF (CBTCi006).
A determinacdo do haplétipo do gene BS foi realizada pela
andlise de polimorfismo do fragmento de restri¢do utilizando a
reacao em cadeia da polimerase. As duas linhagens foram sub-
metidas ao estabelecimento de um protocolo de diferenciacdo
eritroide em etapas: i. obtencdo de células progenitoras
hematopoiéticas (HPCs), pela formacdo de corpos embrioides
(EBs); ii. expansao de eritroblastos; e iii. maturacéo final. Eta-
pas confirmadas por citometro de fluxo para os marcadores
CD34, CD43, CD45, CD71, CD36 e CD235a. Foi realizado ensaio
de célula formadora de coldnia (CFC) utilizando meio especi-
fico Methocult. A morfologia das células nas etapas ii e iii foi
identificada com colora¢do giemsa apds cito centrifugacao.
Foi feita uma avaliacdo da producdo de hemoglobina fetal
(HbF) e hemoglobina B (HbB), pela reacdo em cadeia da
polimerase com transcricdo reversa quantitativa (RT-qPCR),
utilizando sonda para o gene HBG2 e HBB, respectivamente.
Resultados: O haplétipo da linhagem CBTCi006 foi identifi-
cado Benin/Benin. HPCs presentes no sobrenadante, obtidas
pela agregacdo com placa de fundo em U ndo aderente, apre-
sentaram marcacdo de 40% e 56% de células CD34+ para
as linhagens CBTCi0O03 e CBTCiO06, respectivamente. Ja a
marcagao CD34+/CD45+ foide 15% e 27% enquanto a marcac¢ao
CD43+/CD45+ foi de 66% e 86%. Pelo ensaio de CFC foram
identificadas colénias de diferentes tipos: BFU-E, CFU-E, CFU-
GM e CFU-GEMM. Na etapa ii, o rendimento foi de 40x em
relacdo ao nimero inicial de iPSC plaqueadas para formacao
de EBs. As células apresentaram marcacgdo para CD36+/CD71+
de 35%. Além da caracterizagdo por imunofenotipagem, foi
observada formacdo de um pellet celular vermelho. A andlise
de HBG2 (HbF) e HBB (HbB) por RT-gPCR demonstrou a
producdo de HBG2 aumentada nas células derivadas de iPSC
quando comparadas a uma amostra obtida de sangue per-
iférico (SP), no entanto, o contréario foi observado para o gene
HBB. Foi possivel ainda observar marcacgédo de 52% de células
CD71+/CD235a+, e a presenca de proeritroblastos e eritrob-
lastos ortocromaticos. Discussdo: A presenca das HPCs no
sobrenadante indica que essas células emergem dos EBs para
a o meio em suspensdo. As HPCs apresentam marcag¢ao posi-
tiva para CD34/CD45 importante para identificacdo desse tipo
celular, assim como o CD43, também expresso, importante
para o inicio da diferenciacdo eritroide in vitro. A capaci-
dade de proliferacdo e diferenciacao das HPCs foi comprovada
pela obtencao de diferentes tipos de coldnias. Eritroblastos da
etapa ii expressavam CD36+/CD71+. Ao final, a visualizacdo
do pellet vermelho indicou producdo de hemoglobina, con-
firmando a diferenciacdo em células eritroides também pela
expressdao de CD71+/CD235a+. Embora sejam observados os
marcadores de células maduras, a andlise de RT-qPCR identi-
ficou expressao com perfil fetal, ja que niveis de HBG2 estavam
elevados. Concluséo: Foi possivel estabelecer um protocolo de
geracdo de células eritroides a partir de iPSC de individuos com
AF que permite a sua utilizacdo para testes farmacolégicos e
estudos de mecanismos da doenca.
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A anemia falciforme (AF) é uma anomalia genética cau-
sada por disturbios na heranca do gene da hemoglobina
mutante de origem materna e paterna. Aproximadamente 5%
da populacdo mundial sdo portadoras de genes responsaveis
por hemoglobinopatias. Sabe-se que no Brasil, a prevaléncia
da AF é de 4% e os tratamentos disponiveis sdo; medica-
mentos, transfusdes sanguineas (TF) e transplante de medula
6ssea (TMO). Atualmente, busca-se novos tratamentos com
menores complicacdes, em funcdo destes aspectos, a Ter-
apia Genética (TG) visa substituir um gene anormal por um
gene normal, por meio de uma técnica da biologia molec-
ular, CRISPR CAS9, um sistema que introduz mudancas em
determinados locais do genoma, uma vez que pode corri-
gir ou silenciar uma mutacdo genética grave, e apresenta-se
como um tratamento alternativo e promissor para o trata-
mento da AF. A metodologia utilizada para a desenvolver esse
resumo, foi baseada em andlises de dados de artigos cienti-
ficos, contando com a amostragem de 32 publicacoes, desde
2000 & 2020, assim como, dados de dominio do Ministério da
Saude do Brasil e da Organizacdo Mundial da Satude (OMS).
Embora ndo tenham ensaios clinicos elegiveis, ha ensaios
pré-clinicos com cultura celular e camundongos que demon-
stram resultados positivos, porém, muitas questdes éticas
entram no debate sobre o seu uso em humanos até o pre-
sente momento.Deste modo, a TG aplicada a AF, objetiva-se
em diminuir a sintomatologia dos portadores, outrossim, uma
menor incidéncia de Glceras crénicas, predisposicdo a necrose
e infeccdes, concedendo qualidade de vida aos portadores.
Destarte, varios obstaculos iniciais a TG da AF tenham sido
superados, é prudente reconhecer que ainda existe um longo
caminho a percorrer referente 4 seguranca e a eficacia nos
padrdes éticos, que serdo determinados e investigados por
meio de ensaios clinicos cuidadosos com pacientes & longo
prazo. Em sintese, os métodos de engenharia genética estdo
em ascensdo, dentre os préximos 20 anos, espera-se promover
a ampliacdo de novas técnicas sofisticadas para realizacdo de
TG de “segunda gerac¢do”, propiciando assim, alta especifici-
dade génica. Indubitavelmente, tendo em vista que os ensaios
pré-clinicos atuais, mostraram-se eficazes a publicacdo, ha
uma grande expectativa aos ensaios clinicos em humanos
nesta década. Por fim, a utilizacdo da técnica de biologia
molecular, CRISPR CAS9, como um possivel tratamento alter-
nativo, sendo os ensaios clinicos humanos acompanhados e
comprovada a eficdcia, podera ser comercializado aos por-
tadores AF em um futuro préximo, assim, nesse contexto a
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