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Introduç~ao: A infecç~ao por citomegalovírus (CMV) �e uma das

principais complicaç~oes infecciosas em pacientes submetidos

a transplantes de �org~aos s�olidos e de c�elulas-tronco hemato-

poi�eticas. Sua capacidade de latência e reativaç~ao associada �a

imunossupress~ao, facilita a propagaç~ao viral ap�os o trans-

plante. O CMV pode causar desde infecç~oes assintom�aticas

at�e doenças invasivas graves, como pneumonite, colite, reti-

nite, �ulceras e perda do enxerto, comprometendo a sobrevida

do paciente e a funç~ao do �org~ao. A detecç~ao de mutaç~oes

associadas �a resistência antiviral �e essencial, pois essas alter-

aç~oes podem tornar a infecç~ao refrat�aria ao tratamento, agra-

vando o quadro clínico e impactando negativamente a

qualidade de vida dos pacientes. Diante disso, conhecer

mutaç~oes do vírus circulante em nossa realidade n~ao �e ape-

nas uma necessidade, �e uma corrida contra o tempo para evi-

tar falhas terapêuticas em pacientes que j�a enfrentam o

limite entre risco e recuperaç~ao. Objetivos: O objetivo �e anali-

sar e identificar possíveis mutaç~oes das regi~oes UL56 e UL54

que possam conferir resistência aos antivirais utilizados no

tratamento do CMV. Material e m�etodos: Ser~ao avaliadas 47

amostras de pacientes com carga viral para o citomegalovírus

(CMV), com idades entre 19 e 70 anos, submetidos a trans-

plante de fígado ou de medula �ossea no Hospital das Clínicas

da FMUSP. A t�ecnica de reaç~ao em cadeia da polimerase

(PCR), foi utilizada para amplificar regi~oes alvo dos genes

UL54 e UL56 do genoma viral. Foram utilizados primers espe-

cíficos e validados, sob condiç~oes otimizadas de amplificaç~ao,

assegurando a especificidade e reprodutibilidade dos resulta-

dos. Os produtos amplificados foram analisados por eletrofor-

ese e posteriormente submetidos ao sequenciamento pelo

m�etodo de Sanger para a identificaç~ao de mutaç~oes associa-

das �a resistência antiviral do CMV. Resultados: Das 47 amos-

tras provenientes de pacientes transplantados, foi possível

obter amplificaç~ao positiva da regi~ao UL56 em 16 amostras

(34%) e da regi~ao UL54 em 7 amostras (14,9%), por meio de

reaç~ao em cadeia da polimerase (PCR). As amostras amplifica-

das ser~ao posteriormente submetidas ao sequenciamento de

Sanger, com o objetivo de verificar possíveis mutaç~oes. Esses

dados preliminares demonstram a viabilidade da

amplificaç~ao de regi~oes-alvo do CMV em amostras clínicas de

receptores de transplante, representando um passo essencial

para an�alises genotípicas subsequentes. At�e o momento,

algumas dessas amostras j�a foram sequenciadas, e n~ao foram

identificadas mutaç~oes associadas �a resistência aos

antivirais. Discuss~ao e conclus~ao: A detecç~ao e monitora-

mento do citomegalovírus (CMV) em pacientes transplanta-

dos representam um desafio clínico importante,

especialmente diante do risco de resistência antiviral. A iden-

tificaç~ao de mutaç~oes em regi~oes específicas do genoma viral,

como UL54 e UL56, est�a diretamente associada �a falha ter-

apêutica e �a necessidade de ajustes no tratamento. A escolha

dessas regi~oes foi baseada em sua relevância descrita na liter-

atura, por estarem associadas aos principais mecanismos de

resistência aos antivirais atualmente utilizados, como o gan-

ciclovir, foscarnet e o letermovir. Os dados obtidos, embora

preliminares, reforçam a importância da triagem molecular

em tempo oportuno, especialmente em contextos de carga

viral persistente ou falha terapêutica. A possibilidade de iden-

tificar mutaç~oes com relevância clínica permanece em aberto,

alimentando a expectativa por achados que possam influen-

ciar diretamente o paciente.
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Introduç~ao: A infus~ao de leuc�ocitos do doador (DLI) pode ser

utilizada na profilaxia e terapia de recidiva de doença maligna

ap�os o transplante de c�elulas-tronco hematopoi�eticas (TCTH)

ou ainda na prevenç~ao de rejeiç~ao das c�elulas do doador nos

TCTH realizados para doenças n~ao malignas. Doses cres-

centes de DLI s~ao habitualmente iniciadas quando �e docu-

mentado quimerismo misto, com escalonamento das

pr�oximas doses nas doenças malignas. H�a protocolos que uti-

lizam DLI proveniente do sangue perif�erico, leucoaf�erese ou

medula �ossea e a infus~ao pode ser do produto a fresco ou pre-

viamente criopreservado. A utilizaç~ao da DLI �e limitada pelo

risco de doença do enxerto contra o hospedeiro (GVHD). Obje-

tivos: Relatar a experiência de um centro de processamento

celular de um hospital pedi�atrico no processamento e

criopreservaç~ao dos linf�ocitos provenientes do sangue peri-

f�erico, leucoaf�erese ou medula �ossea de doadores aparenta-

dos e n~ao aparentados. Material e m�etodos: A escolha da

fonte de DLI foi avaliada conforme a idade, disponibilidade do

doador ou fonte disponível. Para os doadores aparentados uti-

lizamos o sangue perif�erico como primeira escolha, por�em

para doadores pequenos, com dificuldades para compareci-

mento ao serviço ou doadores n~ao aparentados, utilizamos
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uma fraç~ao do produto de leucoaf�erese ou da medula �ossea.

Para todos os produtos foi realizada a enumeraç~ao do CD3 por

citometria de fluxo. A coleta de sangue perif�erico �e realizada

com anticoagulante ACD − A. O Centro de Processamento

celular (CPC) realiza os c�alculos do produto para o transplante

de medula �ossea e a celularidade excedente �e criopreservada

para doses de DLI conforme o protocolo clínico. As c�elulas-

tronco coletadas por leucoaf�ereses foram centrifugadas

3.000 rpm, 20 min, temperature ambiente e a porç~ao celular

foi criopreservada. Amedula �ossea teve ajuste do hemat�ocrito

para < 25%, adicionado HAES 6% Voluven� na proporç~ao 1:8.

As bolsas foram centrifugadas na posiç~ao invertida a

1700 rpm ou 840 g, 5 minutos, temperatura ambiente, sem

freio. A criopreservaç~ao dos produtos foi com soluç~ao final de

HAES 6%, Albumina 4% e DMSO 5% e armazenadas em ultra-

freezeres. No dia da infus~ao, foi realizado o degelo em banho

maria �a 37°C. A contagem das c�elulas nucleadas ocorreu antes

do processamento e ap�os degelo para c�alculo estimado da

dose de CD3 a ser infundido. Resultados: No período de 1999 a

2025 processamos linf�ocitos para 51 pacientes: 36 pacientes

realizaram TMO aparentados e 15 n~ao aparentados; 18 coleta-

dos do sangue perif�erico, 22 de leucoaf�erese e 11 da medula

�ossea. Os diagn�osticos foram 43 Leucemias, 2 Anemia de Fan-

coni, 2 Imunodeficiência, 2 Linfoma de Hodgkin, 2 Sindrome

mielodispl�asica. 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 perif�erico foram 1 a 6, leucoaf�erese

1 a 4 doses e apenas uma dose quando medula �ossea. Dis-

cuss~ao e conclus~ao: O planejamento de uma coleta de

c�elulas-tronco hematopo�eticas alogênicas com celularidade

maior que o alvo para o transplante de medula �ossea �e factí-

vel, para processar e criopreservar doses de linf�ocitos de doa-

dores pequenos ou com dificuldades de comparecimento ao

serviço, para o planejamento da profilaxia ou tratamento da

recidiva da doença dos pacientes com doenças

oncohemat�ogicas.
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Introduç~ao: Vetores lentivirais constituem ferramentas

essenciais em terapias avançadas, como c�elulas CAR-T/NK e

terapias gênicas, por possibilitarem modificaç~ao gen�etica

est�avel de c�elulas-alvo. O desenvolvimento de plataformas

nacionais para sua produç~ao �e estrat�egico, pois reduz a

dependência de importaç~oes, diminui custos e fortalece a

capacidade do país em terapias avançadas. A transduç~ao com

lentivírus �e amplamente empregada em estudos clínicos com

c�elulas CAR devido �a sua alta eficiência em c�elulas quies-

centes ou em divis~ao e �a integraç~ao genômica que garante

express~ao sustentada. A produç~ao de vetores lentivirais

envolve etapas upstream, com transfecç~ao de c�elulas empa-

cotadoras e coleta do sobrenadante viral, e downstream, para

purificaç~ao e concentraç~ao das partículas. A filtraç~ao tangen-

cial (TFF) aplicada no downstream permite concentraç~ao,

troca de tamp~ao e preservaç~ao da integridade viral em proc-

esso escalon�avel e compatível com uso clínico. Objetivos: Este

estudo teve como objetivo estabelecer uma plataforma nacio-

nal para produç~ao de vetor lentiviral clínico de quarta

geraç~ao, projetado para express~ao de CAR anti‑CD19 com

coexpress~ao de IL‑15/IL‑15Ra em c�elulas NK. Material e

m�etodos: No upstream, c�elulas HEK293‑T/17 em sistema mul-

ticamadas Cell Factory foram transfectadas com 0,34 mg/cm2

de plasmídeo (3:1:1:1; CAR e acess�orios 1‑3) e agente de trans-

fecç~ao (1:1 DNA:PEI). Ap�os 48 h, o sobrenadante viral foi cole-

tado (n = 3 lotes) e clarificado em filtro de 0,5 mm. No

downstream, utilizou-se o sistema KrosFlo� KR2i TFF (Repli-

gen) em duas etapas: concentraç~ao inicial (10‑11x)/diafiltraç~ao

(7 DV) com membrana 500 kD MiniKros e concentraç~ao final

(10‑25x) com membrana 500 kD MidiKros. Resultados: Os ren-

dimentos m�edios nas diferentes etapas foram: clarificaç~ao

108,6% (§ 26,2%), concentraç~ao inicial 56,7% (§ 20,1%), dia-

filtraç~ao 84,5% (§ 47,3%) e concentraç~ao final 126,4% (§

78,6%). O vetor final apresentou título m�edio de 1,05£10⁷ TU/

mL e pureza adequada para uso clínico, com remoç~ao de 97%

do DNA residual e 98% da proteína de c�elula hospedeira.

Ensaios funcionais demonstraram transduç~ao eficiente de

c�elulas NK prim�arias (MOI 10), com frequências de 42,3% (§

0,57%) e 14,3% (§ 1,13%) de c�elulas NK‑CAR anti‑CD19 nos dois

lotes testados. Discuss~ao e conclus~ao: A plataforma desenvol-

vida gera vetores lentivirais escalon�aveis e de alta qualidade

compatíveis com Boas Pr�aticas de Fabricaç~ao (BPF), consti-

tuindo um passo estrat�egico para produç~ao nacional de

c�elulas CAR-NK de quarta geraç~ao, com impacto direto no

avanço de terapias celulares para leucemias e linfomas no
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