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RESUMO
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A Escherichia coli produtora da toxina de Shiga (STEC) & de grande interesse médico
pois sua infec¢ao, em casos mais graves, pode levar ao desenvolvimento de sindrome
hemolitica-urémica (SHU). A SHU associada a STEC ocorre quando a toxina de Shiga
(Stx) infiltra o organismo até alcancgar os rins, onde se liga a receptores Gbs e causa
os trés sintomas clinicos classicos da doencga: microangiopatia, trombocitopenia e
insuficiéncia renal. As terapias atuais para SHU auxiliam na redug¢do dos sintomas,
mas nao sdo especificas para o combate da Stx. Neste trabalho, foi realizada a
modificagao do anticorpo FabC11:Stx1/Stx2 por PEGuilagao no intuito de aprimorar a
farmacocinética desse candidato a biofarmaco que demonstrou uma meia-vida curta
em estudos anteriores. Foram testadas a PEGuilagdo com PEG-mal 20 e 40 kDa ao
anticorpo por meio de um residuo de cisteina presente no C-terminal do
FabC11:Stx1/Stx2. O anticorpo foi produzido por E. coli BL21, um estudo do cultivo
em agitador orbital foi realizado e a utilizagdo de meio terrific broth com adigéo de 5
g/L de glicose ocasionou o aumento de 58% da produtividade de proteina de interesse
expressa apos a indugado. Para de reagado de PEGuilagdo, o Fab foi reduzido com 0,1
mM de TCEP, as pontes de dissulfeto foram reconstituidas por 24 h e a conjugagao
ocorreu na propor¢gao de 1:15 (Fab:PEG). A purificacdo foi realizada por troca
catidnica em tampao MES (10 mM) pH 6,7 e gradiente de NaCl de 1M. O rendimento
final do FabC11:Stx1/Stx2 monoPEGuilado foi de 58%. A caracterizacdo por
dicroismo circular mostrou ligeira alteracdo, de cerca de 1%, das estruturas
secundarias. Os testes in vitro demonstraram que o anticorpo manteve a atividade
funcional apos a conjugagdo. Assim, os resultados indicam exiguas mudancas do

FabC11:Stx1/Stx2 apds a conjugagéo.
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