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RESUMO

As infecgbes por bactérias multirresistentes a antibiéticos sdo um problema de
saude publica de dimenséo global que vém adquirindo consideravel importancia
em termos de disseminacao, impactos sobre indices epidemioldgicos, aumento
do tempo de internagdo hospitalar e dos custos para o cuidado em saude. O
insucesso das terapias antimicrobianas tradicionais tem trazido sérias
consequéncias sobre o desfecho do tratamento de infec¢des e na realizacao de
procedimentos cirdrgicos invasivos. Dentre as bactérias multirresistentes,
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) € um dos principais
agentes associados a infeccoes em ambientes hospitalares e comunitarios. Os
crescentes relatos epidemioldgicos de circulacéo e infecgdes provocadas por
MRSA demonstram a importancia do desenvolvimento de novas estratégias para
diagnéstico e tratamento de infec¢des por este micro-organismo. Neste contexto,
os imunobiolégicos se apresentam como ferramenta com grande potencial de
aplicacdo, dada a sua reduzida capacidade de induzir resisténcia microbiana e
a sua alta especificidade para determinantes antigénicos de interesse. Nas
cepas de MRSA, o principal fator de resisténcia é uma proteina conhecida como
proteina de ligacdo a penicilina 2A (PBP2a), uma transpeptidase multimodular
que atua na etapa de formacdo da ligagdo peptidica cruzada entre os
aminoacidos que compdéem o peptidoglicano da parede celular. As
caracteristicas da PBP2a conferem propriedades atrativas como alvo antigénico
para o desenvolvimento de imunobiolégicos. Este trabalho descreve o
desenvolvimento de um fragmento recombinante Fab de anticorpo monoclonal
humanizado direcionado contra a proteina PBP2a, para aplicagdes em
imunoterapia e no diagnéstico in situ de focos infecciosos provocados por MRSA.
As sequéncias genéticas das cadeias leve e Fd para producédo do Fab anti-
PBP2a foram amplificadas e ligadas a diferentes vetores de expressao em
células eucaridticas. As construgdes obtidas foram utilizadas para transfectar
células do sistema de cultivo EXPI293F, a fim de se expressar a proteina de
interesse. O sobrenadante do cultivo foi submetido a analise por ELISA e
Western Blot para confirmacéo da expressao do Fab e determinacdo do ponto
ideal de coleta do material. Diferentes metodologias de purificacdo por
cromatografia de afinidade e troca idnica foram avaliadas para isolamento do
fragmento de anticorpo expresso a partir do sobrenadante do meio de cultivo,
seguido da avaliacao da capacidade de reconhecimento e interacdo com o alvo
antigénico isolado e na superficie celular do MRSA. A execucao da abordagem
experimental permitiu a obtengéo de niveis de expressao de 0,8 mg/mL de Fab
no sistema de células EXPI293F transfectadas com as construcdes genéticas
em vetor pCDNA3.4. As diferentes abordagens cromatograficas testadas
permitiram identificar uma técnica de isolamento do Fab com consideravel
rendimento e homogeneidade, baseada na captura de cadeia leve do tipo kappa.
Os ensaios de ligacao do Fab anti-PBP2a ao seu alvo antigénico, isoladamente
e na superficie celular bacteriana, demonstraram a capacidade deste fragmento



de anticorpo reconhecer e interagir com a proteina PBP2a. Diante dos resultados
obtidos, verifica-se uma perspectiva de continuidade de avaliagdo do Fab anti-
PBP2a, a fim de determinar sua atividade neutralizante e posteriores aplicagdes
para imunoterapia e radioimunodiagnéstico in situ de pacientes acometidos por
infeccbes com MRSA.



