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Fundamentacéao/Introdugado: O transplante de érgédos é uma técnica para substituir
orgaos que nao desempenham suas fungbes adequadamente, representando risco a
saude do paciente. O transplante ocorre quando um enxerto é retirado de um doador e
implantado em um receptor. O sistema imune do receptor reconhece o enxerto como
algo estranho, causando uma resposta inflamatoria. Isso € contornado com o uso de
drogas imunossupressoras, como os inibidores de calcineurina, mas que geram efeitos
colaterais. Alternativas estao sendo exploradas para bloquear a interagao entre CD28 e
CD80/86, inibindo a ativacédo dos linfécitos T e evitando a rejeicdo. Medicamentos
combinando CTLA-4 a Fc de IgG, como o abatacept e o belacept sdo indicados para
doencgas inflamatérias, e imunossupressdo em transplantes. A Bristol Myers Squibb,
fabricante dos medicamentos, decidiu interromper estudos envolvendo o belatacept. O
desinteresse da empresa pelo medicamento abre oportunidades para a sua produgéo
na forma de biossimilar e maiores estudos por parte do meio académico. Obijetivos:
Produzir Abatacept e Belatacept de maneira recombinante por meio da transfec¢ao de
células Expi 293. Delineamento e Métodos: Construcédo do vetor: A sequéncia do
abatacept foi recuperada do banco de dados drugbank e clonada em um vetor pCl-Neo.
Transfecgao: As células Expi293 foram cultivadas a 37°C e 125 rpm. A transfeccao foi
realizada utilizando Expifectamine293 com 1ug de DNA para cada mL de cultura. No dia
seguinte, melhoradores da expressao foram adicionados. Amostras foram coletadas e
analisadas por SDS-PAGE e Dot Blot. Purificagdo: O sobrenadante do dia 6 foi
centrifugado e submetido a cromatografia de afinidade com Proteina A. Acoluna HiTrap
PrismA foi equilibrada com tampao de ligagao, lavada e eluida com tampao Citrato de
Soédio. A purificagdo foi analisada por SDS-PAGE. Resultados: As amostras de
sobrenadante dos dias 4, 5 e 6 pds-transfeccéo indicaram a presenca da proteina em
analises por dot blot. No entanto, as analises por SDS-PAGE do sobrenadante n&o
indicaram a presenca de uma banda especifica de expressdo que nao existisse no
controle negativo. Ainda assim, as amostras do sobrenadante do dia 6 foram
submetidas a cromatografia de afinidade, onde mais uma vez as amostras eluidas
analisadas por SDS-PAGE néo indicaram a presenca da proteina, mas a analise por Dot
Blot sim. Conclusdes/Consideragcdes Finais: S&do necessarias mais analises como
Western Blot para concluir sobre a presenga da molécula no sobrenadante das culturas.
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