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RESUMO

O cancer € uma doenca multifatorial que apesar dos recursos dedicados a
prevencgao, controle e terapias, continua afetando milhdes de pessoas no mundo.
O linfoma é um céancer sanguineo derivado dos linfécitos que variam
significativamente em sua gravidade e esta entre os 15 canceres mais incidentes
no mundo. Estes podem ser apresentados em duas categorias diferentes: o
linfoma de Hodgkin (LH) e linfoma-n&o-Hodgkin (LNH). Em 1997 o Rituximabe
(Mabthera,Roche) foi o primeiro anticorpo monoclonal aprovado para o
tratamento de LNH. O Rituximabe mudou as praticas no tratamento de pacientes,
sendo utilizado como imunoterapia ou em combinacdo com quimioterapia. Com
o fim da patente, novos anticorpos anti-CD20 vem sendo desenvolvidos. Neste
trabalho propomos a avaliagdo de novas construgcbes de anti-CD20, um
biosimilar ao Rituximabe e duas constru¢cdes de biobetter. Os produtos obtidos
nos ensaios de transfeccéo transitoria em células HEK e EXPI293F foram
primeiramente quantificados por ELISA. Em seguida foi realizado o western Blot
para avaliacdo da estrutura dos anticorpos. E por fim, utilizamos a citometria de
fluxo para avaliar a ligacdo dos anticorpos ao antigeno CD20. Os resultados do
ELISA demonstraram que a utilizacdo do sistema de expressao transitoria
EXPI293F foi mais eficiente que a utilizacdo do sistema tradicional com células
HEK. Utilizamos diversas metodologias para quantificacdo dos anticorpos, no
entanto para definir a metodologia como padréo de quantificacdo recomenda-se
a padronizacdo e a validacdo. As andlises de western blot demonstram
similaridades entre as cadeias leves e pesadas dos nossos anticorpos em
relacdo ao Mabthera, com um pequeno aumento no peso molecular da cadeia
pesada das construcdes de biobetter, conforme o esperado, devido a presenca
do ligante de NKG2D. A ligacdo do anticorpo ao antigeno CD20 presente nas
superficies das células K562-CD20, se mostrou satisfatoria e similar ao padréao
de ligacdo do Mabthera. Concluimos que a utilizacao do kit Expi 293F apresentou
melhor resultado, contudo é recomendavel a otimizacdo das condi¢cdes de
transfeccdo para conseguir um melhor rendimento, e permitir a realizacdo dos
ensaios de atividade bioldgica.



