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Introducgéo: O Linfoma ndo-Hodgking (LNH) é uma neoplasia maligna
que acomete os linfocitos B, sendo a segunda doenga hematoldgica
maligna mais frequente. Entre todas as neoplasias no

Brasil € a décima primeira e, segundo o Instituto Nacional de Cancer
existe a estimativa de 9079 casos para o ano de 2014. Além da
quimioterapia convencional, a utiliza¢céo de anticorpos monoclonais
como tratamento contra o cancer vem sendo amplamente empregada.
Em 1997, o FDA aprovou o primeiro medicamento composto por
anticorpo monoclonal para o tratamento de LNH, o Rituximab
(Mabthera), que revolucionou a terapia desta doenca. O alvo molecular
€ a proteina CD20, que é expressa na membrana plasméatica de quase
todas as células B, inclusive linfécitos B tumorais. Atualmente, por
conta do fim da vigéncia da patente do Rituximab, novos anticorpos
anti-CD20 estéo sendo desenvolvidos com o intuito de melhorar a
eficacia terapéutica deste biofarmaco.

Objetivo: Realizar clonagem e expressado das sequéncias de cadeias
leve e pesada do Rituximab, a partir da sequéncia adquirida
comercialmente, a fim de padronizar metodologia para posteriores
ensaios com uma nova molécula produzida a partir do Rituximab.

Metodologia: Os genes do Rituximab foram sintetizados e clonados
nos plasmideos pIDTSmart (cadeia leve) e pUCIDT (cadeia pesada).
ApOs digestdo enzimatica sitio especifica, os insertos foram
subclonados no plasmideo comercial pCDNAS3, especifico para
expressdo em células de mamiferos. Sequenciamento nucleotidico
para confirmacgé&o das sequéncias génicas. Para transfeccao transitoria
em células da linhagem HEK 293T, utilizou-se o método FuGene
(Roche). A primeira analise do sobrenadante da cultura de células foi
feita pelo teste imunoenzimatico ELISA.

Resultados: As digestdes enzimaticas revelaram que 0s insertos
correspondentes a sequéncia do Rituximab, apresentavam o tamanho
esperado (1400pb para a cadeia pesada e 726pb para a cadeia leve),
quando comparados ao padrao de peso molecular O sequenciamento
nucleotidico confirmou a sequéncia génica dos insertos. A analise do
sobrenadante, pelo método de ELISA das culturas de HEK 293T
transfectadas, revelou uma concentracdo de aproximadamente
10ng/mL de anticorpo.
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Concluséo: A metodologia utilizada se mostrou eficaz na expresséo e
deteccéo do anticorpo recombinante, sendo uma ferramenta (til para o
desenvolvimento de novos anticorpos monoclonais contra o cancer a
partir do Rituximab.
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