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mediator secretion by ELISA (OptEIA Kit; BD Biosciences); (vi)
evaluation of the fungicidal effect by CFU assay. Results:
Thus, we generated GXMR-CAR variants containing CD28,
CD137, or iCOS as costimulatory domains, and CD19-CAR. So
far, preliminary data demonstrated the cytotoxic activity of
CD19-CAR modified T cells against Raji-Luc cell line, after
incubation for 24 hours RLU determination. CD19-CAR T cells
in the presence of Raji cell line showed a significant increase
in the production of IFN-y or IL-2, compared to the unmodi-
fied T cells. The expression of cellular exhaustion markers
was also investigated, and both PD-1 and TIM-3 had increased
expression in CD19-CAR T cells. In addition, T cells modified
with GXMR-CAR variants were co-cultivated with C. gattii or C.
neoformans yeasts for 24-hours. Cryptococcus burden was deter-
mined through the CFU assay, and GXMR-CD137-CAR T cells
promoted a significant reduction in the C. neoformans burden,
compared to unmodified T cells. Discussion and conclusion:
Notably, additional experiments are required to validate
these findings. The next steps, GXMR-CAR variants and CD19-
CAR will be co-expressed by human T cells verifying the effect
on in vitro control of C. neoformans and C. gattii infection, as
well as the ability to reduce the expansion of neoplastic B
cells. Finally, modified T cells co-expressing GXMR-CAR and
CD19-CAR will be used in the therapy of NSG mice previously
infected with Cryptococcus spp. or infused with neoplastic B
cell line. Financial support: CAPES - PROEX; CNPQ (process
167848/2023-2); FAPESP (process number: 2024/00300-9).
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Introducao: A criopreservacao de células-tronco hematopoié-
ticas (CTH) viadveis é fundamental para o sucesso de terapias
celulares e transplantes. O dimetilsulféxido (DMSO) é o agente
crioprotetor mais utilizado, porém sua toxicidade residual
apo6s o descongelamento pode comprometer tanto a viabili-
dade quanto a integridade fenotipica das células, incluindo a
expressao do marcador CD34+. Embora as preocupagoes ger-
almente se limitem aos aspectos clinicos, pouco se discute o
impacto direto do DMSO a nivel celular, assim como a cinética
da morte celular ao longo do tempo pds-descongelamento.
Objetivos: Diante disto, o presente projeto teve como objetivo
avaliar as condi¢coes de lavagem de CTH humanas criopreser-
vadas por 10 anos, testando protocolos que mimetizam
praticas clinicas, a fim de avaliar a cinética da viabilidade e
integridade celular, além de estabelecer recomendagoes para
o limite temporal seguro de infusao, contribuindo para a
padronizacao dos procedimentos nos centros de transplante.
Material e métodos: Foram utilizadas amostras de CTH crio-
preservadas por 10 anos, descongeladas em banho-maria a

37°C e distribuidas em trés grupos: lavagem com solugdo sal-
ina 0,9% + 5% albumina humana (Grupo A); lavagem com Vol-
uven 6% (Grupo B); e controle sem lavagem, com DMSO
residual (Grupo C). As células dos grupos A e B foram centrifu-
gadas a 300g por 10 minutos e ressuspendidas na solugao de
lavagem. A viabilidade foi avaliada aos 0, 2 e 4 horas apds
descongelamento por contagem em azul de tripano (Countess
II). A integridade celular foi analisada qualitativamente por
coloracao fluorescente com calceina AM e iodeto de propidio.
Apbs 4 horas, realizou-se citometria de fluxo para avaliar via-
bilidade via 7-AAD e expressao percentual do marcador CD34
+. Resultados: No tempo zero, a viabilidade foi similar entre
os grupos: DMSO 85,8% (+ 2,6), Voluven 87,3% (+ 2,5) e
NaCl + albumina 90% (+ 2,9). Apds 2 horas, o grupo sem lava-
gem sofreu queda significativa de 32,8%, com viabilidade de
53,0%, enquanto os grupos lavados apresentaram perdas
menores: 6,1% para Voluven (81,2%) e 9,25% para NaCl + albu-
mina (80,75%). Aos 4 horas, o grupo DMSO apresentou perda
total de 71,6%, com viabilidade reduzida a 14,2% (+ 3,0), e os
grupos lavados mantiveram viabilidades superiores a 75%
(Voluven 75,5% =+ 2,8 e NaCl + albumina 77,8% =+ 3,0). Apesar
de ambas as solugoes terem mantido a viabilidade, observou-
se melhor preservacao no grupo lavado com NaCl + 5% albu-
mina.As imagens por imunofluorescéncia corroboram os
resultados quantitativos, mostrando maior proporgao de
células vivas nos grupos lavados e predominio de células
mortas no grupo controle. A citometria de fluxo confirmou
baixa viabilidade (12,9%) e reducao acentuada da expressao
de CD34 (2,79%) no grupo sem lavagem, indicando compro-
metimento fenotipico severo, enquanto os grupos lavados
mantiveram maior integridade celular e expressao de CD34+.
Discussao e conclusao: A toxicidade do DMSO residual apés o
descongelamento compromete progressivamente a viabili-
dade e a integridade fenotipica das CTH, especialmente na
auséncia de lavagem. A remocao do DMSO com solugcoes
como NaCl + albumina ou Voluven preserva as células por até
4 horas, ampliando a janela segura para infusdao. Com a
adocao dessas praticas, espera-se otimizar os resultados clini-
cos e ampliar o sucesso das terapias com células-tronco hem-
atopoiéticas. Este estudo reforca a importancia da
padronizacao dos protocolos pré-infusionais para garantir
eficicia e seguranca nos transplantes, promovendo aborda-
gens terapéuticas mais seguras e eficazes.
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Introducao: A cistite hemorragica viral é uma complicacao con-
hecida apds transplante de células-tronco hematopoiéticas
(TCTH) devido a imunossupressao inerente a esta modalidade
terapéutica. O adenovirus é uma causa importante, podendo
cursar com hematuria persistente, disuria intensa, aumento de
demanda transfusional e insuficiéncia renal, sendo seu manejo
complexo. Descrevemos caso de cistite hemorragica de dificil,
porém bem-sucedido, controle no p6s-TCTH alogénico. Relato
de caso: Masculino, 52 anos, com diagnéstico de policitemia
vera JAK2 V617F mutada em 2008, evoluindo para mielofibrose
em 2022, com DIPSS plus e MIPSS70 de risco intermedidrio e cit-
openas persistentes, com alta necessidade transfusional de
hemadcias e plaquetas, sintomas B e esplenomegalia sintoma-
tica de cerca de 15 cm. Ruxolitinib e TCTH alogénico foram indi-
cados. Infusao de 6x10° CD34+/kg células progenitoras
provindas de doador haploidéntico (filho, 32 anos), fonte sangue
periférico, condicionamento FluBu4Cy, profilaxia de doenga do
enxerto contra o hospedeiro (DECH ou GvHD) com Ciclofosfa-
mida pds-transplante, micofenolato e ciclosporina (CsA). Ruxo-
litinib suspenso na aplasia. Enxertia neutrofilica no D+22.
Evoluiu no D+60 com hematuria macroscépica, sendo iniciado
hidratacao e investigacao. Seus exames demonstraram carga
viral urindria > 2 x 10° cépias/mL para adenovirus. Tentado
reducao da imunossupressao vigente (CsA) e posteriormente
troca de CsA por sirolimo (até a suspensao no D+75) junto de
sessoes didrias de sessoes de camara hiperbdrica, conforme
sugestao da equipe de Infectologia. Paciente persistiu com hem-
aturia e reducdo parcial da carga viral de adenovirus, sendo
indicado terapia sistémica com cidofovir (5 mg/kg)+probenecida
e ciprofloxacino empirico. Nao houve resposta clinica, havendo
persisténcia da hematuria, culminando com queda de hemo-
globina e necessidade de suporte transfusional intenso. Uma
avaliacao da equipe de Urologia foi solicitada, sendo realizado
cistoscopia endoscoépica via uretral que revelou interior do
globo vesical universalmente fridvel com intensa cistite hemor-
ragica, sem possibilidade de qualquer cauterizacao ou remog¢ao
de coagulo. Optou-se em infusao de cidofovir intravesical
(375 mg com soro fisiolégico 0.9% 100 mL) no D+90 e no D+105,
sob sedacao. Houve clareamento progressivo da urina e franca
melhora sintomatica e das citopenias. No D+106, paciente reali-
zou reavaliacao da doenc¢a oncohematolédgica de base, obtendo
resultado de quimerismo em 97% do doador e JAK2 V617F inde-
tectavel. Nessa data, documentou-se negativacao da carga viral
sérica e urindria do adenovirus. O paciente recebeu alta hospi-
talar com seguimento ambulatorial e se encontra clinicamente
bem até o momento da descricao deste relato. Conclusao: Ha
poucos relatos da administracao de cidofovir intravesical. Con-
forme descrito em séries de casos, nosso paciente teve resposta
excelente com esta modalidade terapéutica, sem complicacoes
renais e ja tendo sido previamente exaurido as demais op¢oes
de antiviral endovenoso, redugao da imunossupressao e abor-
dagem uroldgica. O cidofovir intravesical é uma opgao terapéu-
tica para cistite hemorragica por adenovirus em pacientes ja
sem imunossupressao e refratdrios a cidofovir endovenoso.
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Introducao: A infusao de linfécitos doador (DLI) é uma
estratégia terapéutica no manejo de neoplasias hematoldgi-
cas recidivadas apds o transplante alogénico de células-
tronco hematopoéticas. Com a crescente adogcao de trans-
plantes haploidénticos, ha renovado interesse na utilizacao
de DLI para tratamento e prevencao de recaidas no periodo
pos-transplante. Objetivos: Padronizar um método simples,
eficiente e reprodutivel para obtencdo de aliquotas de
linfécitos a partir de sangue total, utilizando centrifugacao
em gradiente de densidade e extracao manual das camadas
celulares. Material e métodos: Foram utilizadas 20 unidades
de sangue total, coletadas em bolsas com anticoagulante
CPDA-1, refrigeradas (4—8°C) e processadas em até 24h apds a
coleta. As amostras foram submetidas a cinco protocolos dis-
tintos de centrifugacao para identificar aquele com melhor
recuperacao de linfécitos CD3*. Avaliaram-se viabilidade
celular e dosagem de CD3* por citometria de fluxo antes e
apo6s o processamento. A separacao das camadas celulares
(plasma rico em plaquetas, camada leucocitdria e hemacias)
foi realizada com extrator manual. Uma segunda cen-
trifugacao da fracao leucocitaria foi aplicada para reduzir o
volume de plasma residual e concentrar a populagao celular.
Resultados: Entre as cinco variacoes de centrifugacao testa-
das na primeira etapa, sendo essa a mais importante, maiores
forcas centrifugas proporcionaram melhor separacao das
camadas celulares e maior recuperacao de linfécitos CD3*,
sem residuos significativos de linfécitos no concentrado de
hemacias. As centrifugacoes foram realizadas por 5 minutos
com freio nivel 3. Foram testadas 11 amostras, com veloci-
dades entre 2400 e 3000 rpm. Destas, 55% apresentaram recu-
peracao de CD3* > 75%, 36% entre 50-75% e 9% abaixo de 50%.
Nas amostras aprovadas (> 75% de recuperacao), obteve-se
média de 6,36 x 10® células CD3*/mL no produto final. Dis-
cussao e conclusao: O procedimento permite a infusao de
pequenas aliquotas de DLI a fresco ou criopreservadas, repre-
sentando alternativa eficaz a coleta por aférese, que pode exi-
gir internacao, cateter central e longa duracao. Ja a coleta de
sangue total requer apenas flebotomia simples, podendo ser
realizada com seguranca mesmo em ambientes com infraes-
trutura limitada. Essa abordagem é vantajosa em doadores
pediatricos, pois o protocolo é gradual, demanda pequenos
volumes e reduz riscos e desconfortos. A infusao de DLI é rele-
vante em transplantes pedidtricos, auxiliando na prevencao
da rejeicao do enxerto em doencas hematoldgicas benignas e
no controle da recidiva leucémica em pacientes de alto risco.
Concluimos que, o método avaliado é promissor como alter-
nativa menos invasiva para o doador e eficaz para a produgcao
de aliquotas celulares. E simples, economico, de facil exe-
cucdo, e pode atender, de forma segura, a necessidade de
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