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INTRODUGCAO: Infeccdes causadas por Staphylococcus aureus resistentes a meticilina
(MRSA) sdo um problema de satde mundial, especialmente devido a dificuldade de
tratamento, alto grau de viruléncia e elevada morbidade associada. Por ser uma bactéria
multirresistente, estratégias alternativas de tratamento tém sido pesquisadas, como, por
exemplo, imunoterapias passiva e ativa, porém até agora nenhuma obteve sucesso. Diante
desse quadro, Bio-Manguinhos vem desenvolvendo um anticorpo monoclonal para o
tratamento de infecgdes causadas por MRSA tendo como alvo a PBP2a, uma proteina de
baixissima afinidade por B-lactdmicos encontrada exclusivamente em cepas de MRSA.
Fragmentos de anticorpos, contendo apenas as duas por¢des Fab’, sdo descritos na
literatura como ferramentas imunoquimicas, reagentes de diagnostico e terapéutica,
apresentando uma farmacocinética mais rapida, menor imunogenicidade e maior poder

de penetracdo em tecidos quando comparados a IgG.

OBJETIVOS: Digestdo enzimatica de anticorpos monoclonais murinos anti-PBP2a por
papaina e pepsina para a obtengdo de fragmento F(ab’). e avaliagéo da afinidade a PBP2a

do fragmento F(ab’). por ensaios imunoenzimaticos.

METODOLOGIA: Para otimizar a obten¢do dos fragmentos F(ab’)> por digestdo
enzimatica com papaina e pepsina, foram testadas diversas varidveis, como diferentes
propor¢Oes enzima/anticorpo, variabilidade nos tempos de digestédo e uso de inibidor de
proteases (PMSF, para a papaina). As fracdes F(ab’), obtidas foram purificadas atraves
de cromatografia de afinidade utilizando resinas de Proteina A, como a MabSelectSure
(GE) e concentradas por unidades filtrantes Amicon® MWCO 50 kDa. As amostras de
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anticorpo digerido e suas fracGes foram submetidas a analise por eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) na auséncia de agente redutor. Para avaliar a afinidade do
fragmento F(ab’), pela PBP2a foram realizados ensaios imunoenzimaticos, como ELISA

do tipo indireto e Western Blot.

RESULTADOS: A anélise dos SDS-PAGE indicaram que foi possivel a obtengdo e o
isolamento de fragmentos F(ab’)> por digestdo com papaina e pepsina (banda de
aproximadamente 110 kDa), nas propor¢des de 1:10 (enzima/anticorpo, p/p) por 30
minutos e com uso de PMSF, para a digestdo com a papaina. A digestdo com a pepsina
apresentou melhor producdo de F(ab’). com melhor rendimento (74%, enquanto que a
digestdo com a papaina obteve 56%). Os ensaios de ELISA e Blot demonstraram que 0s
F(ab’)2 ndo perderam afinidade pela PBP2a, apresentando perfil semelhante ao da IgG,

mesmo ap0s 0 processo de digestdo enzimatica com pepsina e papaina.

CONCLUSAO: Foi possivel obter o fragmento F(ab’), por digestdo enzimatica e isola-
lo por cromatografia de afinidade e ultrafiltracdo. Tal fragmento apresentou afinidade a
PBP2a de forma semelhante a 1gG, demonstrando que o processo de digestdo enzimatica
ndo foi capaz de alterar esse parametro.
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