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Introducao: A infeccao por citomegalovirus (CMV) é uma das
principais complicacoes infecciosas em pacientes submetidos
a transplantes de 6rgaos sélidos e de células-tronco hemato-
poiéticas. Sua capacidade de laténcia e reativacao associada a
imunossupressao, facilita a propagacao viral apds o trans-
plante. O CMV pode causar desde infecgOes assintomadticas
até doengas invasivas graves, como pneumonite, colite, reti-
nite, ulceras e perda do enxerto, comprometendo a sobrevida
do paciente e a funcdo do 6rgao. A deteccdao de mutagcoes
associadas a resisténcia antiviral é essencial, pois essas alter-
acoes podem tornar a infecgao refratdria ao tratamento, agra-
vando o quadro clinico e impactando negativamente a
qualidade de vida dos pacientes. Diante disso, conhecer
mutagoes do virus circulante em nossa realidade nao é ape-
nas uma necessidade, é uma corrida contra o tempo para evi-
tar falhas terapéuticas em pacientes que ja enfrentam o
limite entre risco e recuperacao. Objetivos: O objetivo é anali-
sar e identificar possiveis mutagcoes das regioes UL56 e UL54
que possam conferir resisténcia aos antivirais utilizados no
tratamento do CMV. Material e métodos: Serao avaliadas 47
amostras de pacientes com carga viral para o citomegalovirus
(CMV), com idades entre 19 e 70 anos, submetidos a trans-
plante de figado ou de medula 6ssea no Hospital das Clinicas
da FMUSP. A técnica de reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), foi utilizada para amplificar regides alvo dos genes
UL54 e UL56 do genoma viral. Foram utilizados primers espe-
cificos e validados, sob condi¢cdes otimizadas de amplificacao,
assegurando a especificidade e reprodutibilidade dos resulta-
dos. Os produtos amplificados foram analisados por eletrofor-
ese e posteriormente submetidos ao sequenciamento pelo
método de Sanger para a identificacao de mutacoes associa-
das a resisténcia antiviral do CMV. Resultados: Das 47 amos-
tras provenientes de pacientes transplantados, foi possivel
obter amplificacao positiva da regiao UL56 em 16 amostras
(34%) e da regiao UL54 em 7 amostras (14,9%), por meio de
reacao em cadeia da polimerase (PCR). As amostras amplifica-
das serao posteriormente submetidas ao sequenciamento de
Sanger, com o objetivo de verificar possiveis mutagoes. Esses
dados preliminares demonstram a viabilidade da
amplificacao de regides-alvo do CMV em amostras clinicas de
receptores de transplante, representando um passo essencial
para andlises genotipicas subsequentes. Até o momento,
algumas dessas amostras ja foram sequenciadas, e nao foram
identificadas mutagcoes associadas a resisténcia aos

antivirais. Discussao e conclusao: A deteccao e monitora-
mento do citomegalovirus (CMV) em pacientes transplanta-
dos representam um desafio clinico importante,
especialmente diante do risco de resisténcia antiviral. A iden-
tificacao de mutagoes em regioes especificas do genoma viral,
como UL54 e UL56, esta diretamente associada a falha ter-
apéutica e a necessidade de ajustes no tratamento. A escolha
dessas regioes foi baseada em sua relevancia descrita na liter-
atura, por estarem associadas aos principais mecanismos de
resisténcia aos antivirais atualmente utilizados, como o gan-
ciclovir, foscarnet e o letermovir. Os dados obtidos, embora
preliminares, reforcam a importancia da triagem molecular
em tempo oportuno, especialmente em contextos de carga
viral persistente ou falha terapéutica. A possibilidade de iden-
tificar mutagcoes com relevancia clinica permanece em aberto,
alimentando a expectativa por achados que possam influen-
ciar diretamente o paciente.
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Introducao: A infusao de leucdécitos do doador (DLI) pode ser
utilizada na profilaxia e terapia de recidiva de doenca maligna
apos o transplante de células-tronco hematopoiéticas (TCTH)
ou ainda na prevencao de rejeicao das células do doador nos
TCTH realizados para doen¢as nao malignas. Doses cres-
centes de DLI sao habitualmente iniciadas quando é docu-
mentado quimerismo misto, com escalonamento das
préximas doses nas doengas malignas. H4 protocolos que uti-
lizam DLI proveniente do sangue periférico, leucoaférese ou
medula 6ssea e a infusao pode ser do produto a fresco ou pre-
viamente criopreservado. A utilizacao da DLI é limitada pelo
risco de doenca do enxerto contra o hospedeiro (GVHD). Obje-
tivos: Relatar a experiéncia de um centro de processamento
celular de um hospital pedidtrico no processamento e
criopreservacao dos linfécitos provenientes do sangue peri-
férico, leucoaférese ou medula éssea de doadores aparenta-
dos e nado aparentados. Material e métodos: A escolha da
fonte de DLI foi avaliada conforme a idade, disponibilidade do
doador ou fonte disponivel. Para os doadores aparentados uti-
lizamos o sangue periférico como primeira escolha, porém
para doadores pequenos, com dificuldades para compareci-
mento ao servico ou doadores nao aparentados, utilizamos
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uma fracao do produto de leucoaférese ou da medula éssea.
Para todos os produtos foi realizada a enumeragao do CD3 por
citometria de fluxo. A coleta de sangue periférico é realizada
com anticoagulante ACD — A. O Centro de Processamento
celular (CPC) realiza os calculos do produto para o transplante
de medula 6ssea e a celularidade excedente é criopreservada
para doses de DLI conforme o protocolo clinico. As células-
tronco coletadas por leucoaféreses foram centrifugadas
3.000 rpm, 20 min, temperature ambiente e a porcao celular
foi criopreservada. A medula 6ssea teve ajuste do hematdcrito
para < 25%, adicionado HAES 6% Voluven® na propor¢ao 1:8.
As bolsas foram centrifugadas na posicao invertida a
1700 rpm ou 840 g, 5 minutos, temperatura ambiente, sem
freio. A criopreservacao dos produtos foi com solugcao final de
HAES 6%, Albumina 4% e DMSO 5% e armazenadas em ultra-
freezeres. No dia da infusao, foi realizado o degelo em banho
maria a 37°C. A contagem das células nucleadas ocorreu antes
do processamento e apds degelo para cdlculo estimado da
dose de CD3 a ser infundido. Resultados: No periodo de 1999 a
2025 processamos linfécitos para 51 pacientes: 36 pacientes
realizaram TMO aparentados e 15 nao aparentados; 18 coleta-
dos do sangue periférico, 22 de leucoaférese e 11 da medula
6ssea. Os diagndsticos foram 43 Leucemias, 2 Anemia de Fan-
coni, 2 Imunodeficiéncia, 2 Linfoma de Hodgkin, 2 Sindrome
mielodispldsica. A mediana de idade dos pacientes foi 11
anos (1-18) e peso 31 kg (7—80). A mediana de idade dos doa-
dores foi 24 anos (11 meses -55 anos) e peso 68 kg (10-114 kg).
As doses de DLI do sangue periférico foram 1 a 6, leucoaférese
1 a 4 doses e apenas uma dose quando medula éssea. Dis-
cussao e conclusao: O planejamento de uma coleta de
células-tronco hematopoéticas alogénicas com celularidade
maior que o alvo para o transplante de medula éssea é facti-
vel, para processar e criopreservar doses de linfécitos de doa-
dores pequenos ou com dificuldades de comparecimento ao
servico, para o planejamento da profilaxia ou tratamento da
recidiva da doenga dos pacientes com doencas
oncohematdgicas.
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Introducao: Vetores lentivirais constituem ferramentas
essenciais em terapias avangadas, como células CAR-T/NK e
terapias génicas, por possibilitarem modificacao genética
estavel de células-alvo. O desenvolvimento de plataformas
nacionais para sua producao é estratégico, pois reduz a
dependéncia de importacoes, diminui custos e fortalece a
capacidade do pais em terapias avancadas. A transdugdo com
lentivirus é amplamente empregada em estudos clinicos com

células CAR devido a sua alta eficiéncia em células quies-
centes ou em divisao e a integracdo gendmica que garante
expressao sustentada. A produgcao de vetores lentivirais
envolve etapas upstream, com transfeccao de células empa-
cotadoras e coleta do sobrenadante viral, e downstream, para
purificacao e concentracao das particulas. A filtracao tangen-
cial (TFF) aplicada no downstream permite concentracao,
troca de tampao e preservacao da integridade viral em proc-
esso escalonavel e compativel com uso clinico. Objetivos: Este
estudo teve como objetivo estabelecer uma plataforma nacio-
nal para producao de vetor lentiviral clinico de quarta
geracao, projetado para expressao de CAR anti-CD19 com
coexpressao de IL-15/IL-15Re¢ em células NK. Material e
meétodos: No upstream, células HEK293-T/17 em sistema mul-
ticamadas Cell Factory foram transfectadas com 0,34 pug/cm?
de plasmideo (3:1:1:1; CAR e acessorios 1-3) e agente de trans-
feccao (1:1 DNA:PEI). Apds 48 h, o sobrenadante viral foi cole-
tado (n=3 lotes) e clarificado em filtro de 0,5 pum. No
downstream, utilizou-se o sistema KrosFlo® KR2i TFF (Repli-
gen) em duas etapas: concentracao inicial (10-11x)/diafiltracao
(7 DV) com membrana 500 kD MiniKros e concentracao final
(10-25x) com membrana 500 kD MidiKros. Resultados: Os ren-
dimentos médios nas diferentes etapas foram: clarificacao
108,6% (+ 26,2%), concentracao inicial 56,7% (+ 20,1%), dia-
filtracao 84,5% (+ 47,3%) e concentracao final 126,4% (+
78,6%). O vetor final apresentou titulo médio de 1,05x10” TU/
mL e pureza adequada para uso clinico, com remoc¢ao de 97%
do DNA residual e 98% da proteina de célula hospedeira.
Ensaios funcionais demonstraram transdug¢ao eficiente de
células NK primdrias (MOI 10), com frequéncias de 42,3% (+
0,57%) e 14,3% (+ 1,13%) de células NK-CAR anti-CD19 nos dois
lotes testados. Discussao e conclusao: A plataforma desenvol-
vida gera vetores lentivirais escalondveis e de alta qualidade
compativeis com Boas Praticas de Fabricacao (BPF), consti-
tuindo um passo estratégico para producao nacional de
células CAR-NK de quarta geracao, com impacto direto no
avanco de terapias celulares para leucemias e linfomas no
Brasil. Apoio financeiro: PRONON 25000.021774/2019-13; FINEP
01.24.0656.00 Ref: 0238/24; FAPESP 2020/07055-9.
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