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

S509

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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Terapia Genética aplicada a Anemia Falciforme surgiu como
opg¢ao promissora.
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Introdugdo: A hemofilia consiste em um distirbio hema-
tolégico que afeta os fatores de coagulagdo, definida como
uma doenca genética e hereditdria ligada ao cromossomo
X, que resulta em deficiéncia de fator VIII (hemofilia A) ou
fator IX (hemofilia B). No Brasil, em 2016 eram 24.228, cujos
10.123 (41,78%) correspondiam & hemofilia A e 1.996 (8,24%)
a hemofilia B; quanto ao sexo, 98,39% dos portadores da HA
e 97,34% da HB sdo homens e a faixa etdria mais prevalente
é de 20-29 anos. Objetivo: Apresentar o caso clinico de um
portador de hemofilia B grave com inibidor e as principais
complicacdes. Descri¢do do caso: Paciente do sexo masculino,
15 anos, com quadro de hemartroses em joelho D e sangra-
mentos gengivais. Foi realizada a radiosinoviortese no joelho
D e no ano seguinte paciente evoluiu com sangramento e
formacdo de hematoma e consequente grave lesdo estrutural
articular sendo necessaria sinovectomia. No entanto, ocor-
reu deiscéncia de sutura e hemorragias, sendo necessario
o uso de curativo a vacuo (VAC) por 15 dias e sessbes na
camara de oxigenoterapia hiperbdrica (OHB). Discusséo: Aps
as 42 sessoes de oxigenoterapia hiperbérica e a realizacdo do
curativo a vacuo por 14 dias ocorreu a cicatrizagdo da ferida
operatéria, no entanto, o paciente evoluiu para mobilidade
articular diminuida principalmente na flexdo. Conclusédo: Os
pacientes portadores da hemofilia B grave apresentam san-
gramentos espontaneos desde a infancia e estdo propensos a
complicacOes, como as sinovites, hemartroses e hematomas,
apesar do paciente ter apresentado uma grave lesao estrutural
articular no joelho D teve boa evolugdo apds o tratamento.
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Objetivo: Analisar a prevaléncia, o perfil da dor e os
seus fatores desencadeantes em criancas e adolescentes com
a doenca falciforme. Material e métodos: Trata-se de um
estudo transversal realizado com 80 pacientes com diagnos-
tico clinico e laboratorial de doenca falciforme, de ambos os
sexos, na faixa etaria de 6 a 18 anos, atendidos no Centro de
Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco (HEMOPE). Para
anadlise do perfil da dor nos pacientes com a DF foi aplicado
um formuldrio, por uma Unica pesquisadora, que foi validado
com 20% dos pais e/ou responsaveis. As criancas/adolescentes
e os pais/responsaveis responderam perguntas relacionadas a
presenca de dor nos Ultimos trés meses, a localizacdo da dor, a
frequéncia, a duracdo, aos possiveis fatores desencadeantes,
ao tipo e a capacidade da dor em interferir na rotina diéria.
Para avaliacdo da intensidade da manifestacdo dolorosa foi
utilizada a escala visual analdgica. A pesquisa foi aprovada
pelo Comité de Etica do HEMOPE sob o numero de parecer
2.934364. Resultados: Verificou-se que 68,7% dos pacientes
relataram dor; destes 23,6% disseram que essa dor ocorria com
muita frequéncia e 52,7% relataram ser de intensidade forte,
apresentando repercussoes na sua rotina didria. Em relacdo
aos fatores desencadeantes, os fisicos apresentaram maior
percentual (78,2%). Os locais mais comuns de relato de dor
foram o tronco (80%) e os membros inferiores (54,5%); os tipos
de dores mais frequentes foram em forma de aperto (40%)
e profunda (40%). Discussdo: Todos os participantes consid-
eraram que a dor tinha relacdo direta com a DF e houve
diferencas no que se refere ao tipo e a intensidade da dor.
A dor profunda e a dor em aperto foram os tipos mais preva-
lentes. Em relacao a intensidade, a dor considerada forte foi
de 52,7%. Assim como os resultados encontrados neste estudo,
outros observaram que para a maioria das criancgas a intensi-
dade da dor é também considerada forte e que na avaliacdo
do tipo da dor as criancas relataram ser em forma de aperto
(Yaster et al., 2000; Dias et al., 2013). A presenca de dor esteve
relacionada a fatores desencadeantes, sendo o fator fisico con-
siderado o mais prevalente. Estudos anteriores se referem as
crises dolorosas como frequentemente espontédneas, podendo
ser precipitadas por infeccdes, desidratacdo, acidose, hipoxia,
estresse fisico, fadiga, mudancas de temperatura e altitudes
elevadas (Freire et al., 2015). Com relagdo a localizacdo da dor, a
maioria referiu-se a regido do tronco e dos membros inferiores.
Um estudo evidenciou que os pré-escolares com DF apre-
sentavam predominantemente dor nos membros, enquanto
os escolares e adultos jovens queixavam-se mais de dor no
tronco (Shapiro, 1989). Conclusdo: Criancas e adolescentes
com doenca falciforme apresentaram percentual elevado de
crises dolorosas e os fatores fisicos, como frio, trauma e
esforco, foram considerados os mais prevalentes pelo seu
desencadeamento. Faz-se necessario a criacdo de estratégias
que favorecam a implementacdo de politicas publicas para
prevencdo das crises, a fim de modificar positivamente o curso
da doenca e melhorar a qualidade de vida dos envolvidos.
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