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1. INTRODUCAO

Acinetobacter baumannii € uma bactéria Gram negativa, com morfologia
caracteristica de cocobacilos, catalase-positiva, imoével, ndo fermentadora,
encontrada naturalmente no trato gastrointestinal de humanos e animais
saudaveis
(PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008). Apesar de apresentar baixa viruléncia
gquando comparada a outros patdogenos Gram-negativos, € a espécie melhor
caracterizada do género Acinetobacter, € considerada a mais importante tanto em
aspectos clinicos quanto epidemioldgicos (BOLOURCHI et al., 2019).

A. baumannii apresenta uma elevada capacidade de persisténcia ambiental
e de aquisicdo de mecanismos de resisténcia, sendo assim capaz de colonizar
objetos inanimados em ambientas hospitalares, como cateteres, leitos, bancadas,
dentre outros (BOLOURCHI et al., 2019; MARTINS; BARTH, 2013). Considerado
um patégeno oportunista, € responsavel pela ocorréncia de surtos de Infeccdes
Relacionadas ao Atendimento em Saude (IRAS) ao redor do mundo,
principalmente em Unidades de Terapia Intensiva (UTI), geralmente sendo
associada a baixa imunidade dos pacientes internados (BRAUN; VIDOTTO, 2004;
VIEIRA; PICOLI, 2015).

O aumento da incidéncia de infeccbes causadas por cepas multidroga-
resistentes (MDR) tem gerado grandes preocupacgfes, pois resultam em
tratamentos limitados e muitas vezes ineficazes, ressaltando assim, a urgéncia no
desenvolvimento de estratégias terapéuticas alternativas para o controle desse
patogeno (ALEKSIC SABO et al., 2020; BOLOURCHI et al., 2019). A imunoterapia
tem demonstrado ser uma excelente alternativa, de modo que diversos estudos
recentes avaliam antigenos de A. baumannii como alvos no desenvolvimento de
terapias baseadas em anticorpos (LUO et al., 2012).

As fimbrias séo estruturas extracelulares que demonstram um elevado
potencial para estimular uma resposta imune eficaz, reduzir o nivel de citocinas
pré-inflamatérias e aumentar a taxa de sobrevivéncia (SINGH et al., 2016). Sao
importantes na adesao do patégeno as células dos hospedeiros, além de atuar no
processo da formagdo e manutencao do biofilme bacteriano (LALAND et al.,
2015). CAM87009.1 é uma proteina fimbrial do tipo adesina, conservada dentro
da espécie A. baumannii, ndo homologa a proteinas humanas e apresenta um
elevado potencial de adesao (NI et al., 2017).

Desse modo, terapias anti-fimbrias demonstram ser promissoras para
tratamento alternativo de infec¢bes causadas por A.baumannii, sendo eficazes na
prevencao do processo de adesdo, colonizacdo e desenvolvimento de infeccdes.
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Assim, o presente trabalho busca avaliar o potencial imunogénico da proteina
CAM87009.1, uma fimbria do tipo adesina conservada em A. baumannii, para a
producado de anticorpos policlonais (pAbs) em modelos murinos.

2. METODOLOGIA

Produgdo de anticorpos em murinos: Para a experimentagdo animal, foram
utilizados seis camundongos BALB/c fémeas, de idade entre 6-8 semanas. Para
a inducdo da formacdo dos anticorpos, foi utilizada a proteina recombinante
CAM87009.1, a qual foi clonada, expressa e purificada previamente (FREITAS,
2020). Os animais foram separados em trés grupos contendo dois animais cada,
sendo os grupos: 1) animais imunizados com rCAM87009.1 acrescido de
adjuvante; 2) animais ndo submetidos a nenhuma inoculagdo e 3) animais
inoculados com rCAM87009.1 acrescido do diluente da proteina (PBS 1x 1,08 M
de uréia). Desse modo, os grupos 2 e 3 foram utilizados como controles. A
producdo de pAbs foi realizada com uma inoculacao intraperitoneal de 100 ug de
rCAM87009.1 nos animais nos dias 0, 14, 21 e 28. Os animais inoculados com
PBS foram submetidos ao mesmo protocolo de imuniza¢édo aplicado na producéo
de pAbs. A primeira dose foi aplicada com a adicdo do adjuvante completo de
Freund (Sigma-Aldrich, EUA) na diluicdo 1:1, enquanto nas doses seguintes foi
utilizado o adjuvante incompleto de Freund (Sigma-Aldrich, EUA). Antes de cada
inoculacdo, amostras de sangue foram coletadas através do plexo retro orbital
dos animais e submetidas a centrifugacdo (3.000 x g, 5 min) para obtencédo do
soro. No 35° dia do experimento, todos os animais foram eutanasiados e o
sangue total foi coletado através da técnica de puncdo cardiaca para posterior
obtencdo de soro. Todas as amostras de soros coletadas foram armazenas sob
temperatura de -20°C. Um WB e um ensaio imunoenzimatico indireto (ELISA)
foram aplicados para avaliar a producdo de pAbs e a resposta imune gerada nos
camundongos.

Titulagdo dos anticorpos: Foi realizado um ensaio imunoenzimético indireto
(ELISA) para avaliar a producdo dos anticorpos em camundongos. Para isso, as
placas de poliestireno de 96 pocos (Cralplast, Brasil) foram revestidas com 15 ug
de rCAM87009.1 por poco e mantidas a 4°C, durante 16-18h. A adicdo do pAbs
anti-rCAM87009.1 foi realizada através de uma diluicdo seriada de base 2,
variando de 1:100 a 1:1.638.400. Os soros dos animais foram analisados em
pools de acordo com os dias do protocolo de inoculacédo para todos 0s grupos.
Apés a incubacao (1h, 37°C), foi adicionado o anticorpo monoclonal anti-lgG de
camundongo conjugado com peroxidase (Invitrogen, EUA) na diluicdo de 1:6.000.
A visualizagdo da reagcao ocorreu pelo uso do tampé&o de revelagcdo (tampéao
citrato fosfato 0,1M pH 4, dicloridrato de o-fenilenodiamina 0,2 mg/ml e peroxido
de hidrogénio 0,03%) e interrompida pela adicdo da solugdo H,SO4 2M. A leitura
da densidade Optica foi realizada em espectrofotbmetro (Biochrom, Inglaterra)
com um comprimento de onda de 492 nm.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os soros coletados dos animais imunizados com rCAM87009.1
apresentaram uma resposta imune de anticorpos IgG significativa logo apds a
primeira imunizacdo (dia 14, p<0,001), como pode ser observado na Figura 1.
Essa resposta permaneceu até o 35° de experimentacdo. Os animais imunizados
com PBS + adjuvante ndo tiveram uma resposta de anticorpos IgG detectavel
(Figura 1).
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Figura 1. Resposta de anticorpos IgG em camundongos imunizados com rCAM87009.1. A
significancia foi determinada pela analise de variancia (comparacdo multipla de Tukey). O
asterisco representa uma diferenca em comparagédo com o soro normal, **p<0,001).

Os animais imunizados com quatro doses de rCAM87009.1 apresentaram
um titulo de 1:6.400 no dia 14 (p<0,05), 1:25.600 no dia 21 (p<0,05), 1:204.800 no
dia 28 (p<0,05) e 1:819.200 no dia 35 (p<0,05), em comparagdo com O SOro
normal (Figura 2). Essa titulacdo indica o carater imunogénico da proteina,
demostrando sua importancia nas infecgdes in vivo e seu potencial para aplicacao
em vacinas e estratégias terapéuticas (SINGH et al., 2016).
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Titulagao
Dia 14 1:6.400 p<0,05
Dia 21 1:25.600 p<0,05
Dia 28 1:204.800 p<0,05
Dia 35 1:819.200 p<0,05

Figura 2: Curva de titulacao dos anticorpos IgG gerados contra rCAM87009.1 e presentes no soro
dos camundongos imunizados. O titulo dos anticorpos em diferentes tempos foi determinado pela
diluicdo em série do soro (1:100 a 1:1.638.400). As placas foram revestidas com a proteina
rCAM87009.1.

Estudos realizados através de ensaios de imunizagdo com a utilizacdo de
proteinas fimbrias de A. baumannii, também demonstraram que essas estruturas
apresentam antigenicidade e imunogenicidade (SINGH et al., 2016;
SKERNISKYTE et al., 2019). Assim, nossos resultados sdo semelhantes aos
obtidos por outros autores, que avaliaram previamente o potencial de proteinas
fimbriais na imunizacdo de murinos, resultando em uma significativa producao de
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anticorpos e na protecao desses animais (KUOLEE et al., 2015).

4. CONCLUSOES
A proteina rCAM87009.1 quando utilizada na imunizacdo de camundongos,
foi capaz de induzir niveis significativos de anticorpos IgG. Esses anticorpos
podem servir como uma futura alternativa terapéutica ndo antibiética no controle
de infec¢des causadas por A. baumannii multirresistente.
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