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1. INTRODUCAO

O género Acinetobacter compreende um grupo de bactérias Gram-negativas,
coco-bacilos, catalase positivas, ndo moveis e nao fermentaveis da familia
Moraxellacea, ordem Gammaproteobacteria (PELEG et al., 2008; MARTINS, 2013).
Dentro das espécies que o compdem, Acinetobacter baumannii € considerada a mais
importante clinicamente (PELEG et al., 2008), devido a causa de infecgbes
relacionadas a assisténcia em saude (IRAS) (SHEWEITA et al., 2019), e sua
multirresisténcia a drogas.

Este patdgeno causa pneumonia, bacteremia, meningite e infecgbes do trato
urinario e tecidos moles (BOLOURCHI et al., 2019), apresentando maior incidéncia
em individuos imunocomprometidos (EZE et al., 2018) e hospitalizados, totalizando
cerca de 20% das infeccdes em unidades de terapia intensiva (UTI) no mundo
(HASHEMZEHI et al., 2018; VALENTINE et al.,, 2008). Além disso, sua alta
capacidade de sobrevivéncia em superficies secas bidticas e abioticas, associado a
rapida evolucao de fatores de resisténcia, o tornam um patégeno critico (HARDING et
al., 2018; SINGH et al., 2016), contribuindo para a geracao de cepas multirresistentes.

A terapia antibidtica € o principal tratamento contra infeccbes bacterianas,
porém, este tem contribuido para a geracdo de novas cepas multirresistentes, o que
dificulta o controle das doencas (SINGH et al., 2017). Os mecanismos de resisténcia
a antibidticos juntamente com os fatores de viruléncia de A. baumannii contribuem
para a maior protecdo contra antibidticos, defesa imunoldgica do hospedeiro e
condi¢cbes do ambiente, tornando-os alvos antigénicos promissores (SINGH et al.,
2017).

A vacinacdo mostra-se eficaz na prevencao de doencas infeciosas (LEI et al.,
2019), assim como, em infec¢cdes multiressistentes ou pan-resistentes (HASHEMZEHI
et al., 2018). Diversas pesquisas estdo sendo conduzidas visando o desenvolvimento
de uma vacina contra A.baumannii, e 0s antigenos usados nos estudos incluem
células inteiras inativadas, componentes celulares, vesiculas de membranas externas
(OMVs), complexos de membrana (OMCSs), polissacarideos e proteinas de membrana
externa (LEI et al., 2019; SHEWEITA et al., 2019). Alguns destes antigenos tem
mostrado eficiéncia na protecdo contra o desafio com A.baumannii virulento em
modelos animais, porém, até o momento, nenhum estudo avancou para testes clinicos
em humanos (LEI et al., 2019; PULIDO et al., 2020). O presente estudo visa a
producdo e avaliacdo de uma quimera recombinante combinando epitopos
imunogénicos de duas proteinas fimbriais importantes na viruléncia de A. baumannii,
para posterior uso como vacina recombinante.
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2. METODOLOGIA

2.1 Cepas e condicdes de cultivo: para a producao da quimera recombinante foi
utilizada a bactéria Escherichia coli cepa BL21 Star (DE3). O preparo do cultivo foi
realizado a 37°C em caldo Luria-Bertani (0,5% de extrato de levedura, 0,5% de NaCl
e 1% de triptona) e agar Luria-Bertani adicionando 2% de agar ao caldo e adicionados
100 pg/mL de ampicilina ao preparo do cultivo.

2.2 Analises in silico e desenho da quimera: para a construcdo da quimera,
foram realizadas analises in silico utilizando os programas de bioinformética e a
sequéncia gen6mica de A. baumannii (WP_029423918.1) obtida do banco de dados
GeneBank. Assim os epitopos imunogénicos das proteinas alvo foram identificados e
foi realizada a construcdo da quimera recombinante. Posteriormente, a sequéncia
nucleotidica da quimera foi enviada para sintese quimica e clonagem no vetor de
expressdo pAE na empresa Epoch Life Science (EUA).

2.3 Clonagem e expressao da quimera recombinante: a expressao da quimera
recombinante foi realizada utilizando sistema de expressdo Escherichia coli. O
plasmideo foi inserido através de transformacdo por choque térmico em células
competentes de E. coli cepas BL21 (DE3) Star. Posteriormente, indculo bacteriano foi
realizado a partir de col6nias transformadas crescidas em meio Luria Bertani (LB)
acrescido do antibiotico seletivo ampicilina (100 ug/ml) a 37 °C. Na expressao em
larga escala foi realizado o in6culo em 500 mL meio LB acrescido de ampicilina até
atingir uma densidade otica DOeoo = 0,8, sob agitagéo de 130 rpm a 37°C, onde, ao
atingir a densidade 6tica adequada, foi induzida a expressdo com a adi¢cao de 0,5 mM
de isopropil-B-1-D-tiogalactopiranosideo (IPTG) ao cultivo por 4h. A proteina expressa
foi purificada atravées de cromatografia de afinidade utilizando coluna HisTrap
sepharose (HP) carregada com niquel em AKTA Purifer 10 FPLC (GE), e sua
guantificacéo foi realizada através do kit de BCA (Pierce, Thermo Scientific). Para
confirmacédo da expressao e purificacdo da proteina recombinante foi realizada uma
eletroforese de 2 géis de poliacrilamida SDS-PAGE, utilizando tampéao de corrida 1x
e um dos géis foi corado com Comassie blue e outro foi eletrotransferido e submetido
a técnica de Western blot utilizando membrana de nitrocelulose de 0,45 um (GE
Healthcare Life Science — Amersham Protran) para avaliar se a proteina é reconhecida
pelo anticorpo anti-histidina conjugado com peroxidase diluido 1:5000 (Sigma-
Aldrich), ja que a quimera recombinante possui uma cauda composta por 6 histidinas
em sua estrutura.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relacdo a expressdo da proteina recombinante, obteve-se sucesso na
transformacdo por choque térmico. As coldnias bacterianas cresceram no meio
seletivo com ampicilina, evidenciando que elas continham o plasmideo com gene de
resisténcia ao antibiotico. A partir dessas coldnias, a expressao em larga escala da
proteina quimérica foi realizada permitindo sua purificacdo através de cromatografia
de afinidade utilizando coluna HisTrap sepharose (HP) carregada com niquel no
equipamento AKTA Purifer 10 FPLC (GE). A expresséao proteica foi analisada por
SDS-PAGE demonstrando que a cultura bacteriana induzida apresentou a expressao
da proteina adequadamente (Figura 1A). Dessa forma, a banda observada no gel
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apresentou a massa molecular de ~54 kDa para a proteina quimérica e obteve-se um
rendimento de 0,52 mg/L de proteina. Posteriormente, a proteina foi submetida a
técnica de Western blot para confirmacdo da expressdo com anticorpo anti-histidina
(Figura 1B). Como controle positivo nos testes de SDS PAGE e Western Blott foi
incluida uma proteina recombinante j& caracterizada em nosso grupo de pesquisa,
com massa molecular de ~34 kDa.

Figura 1- SDS-PAGE 12% para a avaliacdo da expressédo e purificagdo da proteina quimérica (A). M-
Marcador molecular Color Prestained Protein Standard, Broad Range (New England BioLabs, USA); 1
e 3 - expressdo da quimera, porcao insolivel com ~54 kDa; 2, 4 e 5 - expressdo da quimera, porgéo
sollvel; 6 - proteina controle positivo de ~34 kDa; 9 - Flow do processo de purificagcdo. Western Blotting
para confirmacdo da proteina quimérica recombinante utilizando anticorpo anti-histidina (B). M-
Macrador molecular Color Prestained Protein Standard, Broad Range (New England BioLabs, USA); 1-
proteina controle positivo de ~34 kDa e 2 - proteina quimérica porg¢ao insoltvel com ~54 kDa.

4, CONCLUSOES

Assim, conclui-se que houve sucesso no protocolo utilizado para construcéo,
expressao e purificacdo da proteina quimérica. A proteina apareceu no SDS-PAGE e
Western blotting com tamanho esperado. Esta quimera recombinante sera avaliada
posteriormente quanto a sua antigenicidade, utilizando soro de paciente infectado com
A. baumannii e também quanto a sua imunogenicidade, em ensaios in vivo, para
determinacao de seu potencial como vacina frente a infec¢do por A. baumanii.
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