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nao ativados; (II) TCR: Linfécitos ativados via TCR por anticor-
pos anti-CD3/CD28; e (III) ALT: Linfécitos ativados alternativa-
mente por um coquetel de citocinas (IL-2, IL-7 e IL-15). Os
grupos foram transduzidos com um vetor lentiviral codifi-
cante para GFP e a eficiéncia foi avaliada por citometria de
fluxo (CF), com base no percentual de células GFP+. A capaci-
dade pré-inflamatéria foi comparada pela analise dos marca-
dores CD25 e CD69 por CF, além da dosagem de IFN-y e TNF-«
por ELISA. Para avaliar a influéncia destes protocolos sobre o
sistema imunolégico inato, foi realizada cocultura indireta de
monocitos com o sobrenadante dos linfocitos, e a secregao de
IL-6 e TNF-« monociticas foi quantificada por ELISA. Resulta-
dos: A ativacao alternativa de linfécitos viabilizou a trans-
ducao lentiviral enquanto manteve menor efeito pré-
inflamatdrio, sem aumento dos marcadores CD69 e CD25 ou
das citocinas IFN-y e TNF-a. Em contraste, a ativagao via TCR
induziu estado efetor, com elevacao significativa dos
parametros analisados. Além disso, as altas concentracoes de
citocinas secretadas pelo grupo TCR induziram a ativagao de
mondcitos, o que desencadeou a liberacao de IL-6 e TNF-q,
um perfil compativel com a CRS. Ja a ativacao alternativa nao
induziu estimulacao monocitaria, indicando menor
propensdo ao desenvolvimento da sindrome. Discussao e
conclusao: A terapia com células CAR-T é eficaz, mas limitada
por efeitos adversos. Neste estudo, mostramos que a ativacao
de linfécitos T por sinais homeostaticos permite transducao
eficiente sem induzir secrecao excessiva de citocinas pro-
inflamatdrias. Ao contrério do estimulo via TCR, essa aborda-
gem nao estimula o sistema imunolégico inato, sugerindo
uma estratégia mais segura para lidar com os efeitos adversos
desta imunoterapia.
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Introducao: A viabilidade celular é um parametro critico na
liberacao de produtos de terapia celular. Apés o descongela-
mento, é comum o uso de 7-aminoactinomicina D (7AAD)
para marcagao e andlise por citometria de fluxo. No entanto,
em ambientes clinicos ou laboratoriais, atrasos operacionais
podem ocorrer entre a marcacao e a leitura. Ainda que a
marcacdo com 7AAD seja considerada estdvel por curtos

periodos, o impacto do tempo decorrido na viabilidade
observada ap6s o descongelamento precisa ser claramente
determinado para garantir resultados confiaveis. Objetivos:
Determinar o tempo maximo entre a marcacao com 7AAD e a
leitura da viabilidade celular que nao comprometa significati-
vamente os resultados obtidos no tempo zero, em amostras
criopreservadas com DMSO 5% destinadas a transplante
autélogo. Material e Métodos: Foram analisadas 15 amostras
de aférese criopreservadas com DMSO 5% e armazenadas a
—80 °C. Ap6s o descongelamento e lavagem para remogao do
crioprotetor, as células foram marcadas com 7AAD e armaze-
nadas entre 2—8°C até os diferentes tempo de leitura. A viabi-
lidade celular foi avaliada por citometria de fluxo nos tempos
de 0,1, 2, 3,4 e 24 horas apds a marcacao. As andlises estatis-
ticas incluiram ANOVA de medidas repetidas com correcao
de G-Geisser e pds teste de Bonferroni. Diferencgas foram con-
sideradas significativas quando p < 0,05. Foi adotado critério
técnico de aceitabilidade de até 5% de variagao em relagao a
leitura de O h. Resultados: A média de viabilidade celular
observada no tempo 0 h foi de 93,7%. Ao longo das primeiras 4
horas apds a marcacao, observou-se variacao inferior a 5%,
com médias entre 91,6% e 94,1%, sem diferen¢as estatistica-
mente significativas em relacao ao tempo inicial (p > 0,05).
Aos 24 h, a viabilidade caiu significativamente para 88,2% (p <
0,01 vs. 0 h), superando o limite técnico de aceitabilidade. Os
dados indicam que a leitura da viabilidade com 7AAD pode
ser realizada com seguranca por até 4 horas ap6s a marcagao,
sem prejuizo a confiabilidade do resultado. Discussao e con-
clusao: A viabilidade celular de amostras criopreservadas
avaliadas com 7AAD permanece estavel por até 4 horas apés
a marcacao, sem diferencas estatisticamente significativas
em relacao ao tempo zero e dentro do critério técnico de var-
iacao aceitdvel. Apds 24 horas, observa-se queda significativa
da viabilidade, indicando que o processamento da leitura
deve ocorrer preferencialmente nas primeiras 4 horas apds a
marcagao para assegurar a fidelidade do resultado.
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Introducao: O transplante de células progenitoras hemato-
poéticas (CPH) é uma abordagem terapéutica essencial no tra-
tamento de diversas doencas hematoldgicas. As principais
fontes de CPH sao o sangue periférico mobilizado (SP), a
medula dssea (MO) e o sangue de cordao umbilical, cada uma
com indicagoes e caracteristicas préprias que podem influen-
ciar a ocorréncia de efeitos adversos durante a infusao.
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