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1. INTRODUCAO

Acinetobacter baumannii € uma bactéria oportunista de grande relevancia
clinica associada a ocorréncia de infecgcbes nosocomiais ao redor do mundo nas
tltimas décadas, sendo comumente encontrado em diferentes sitios de infec¢éo
em pacientes internados nas unidades de terapia intensiva (UTI) (LI et al., 2015;
PELEG et al.,, 2008). A capacidade de sobreviver a condicbes adversas e em
superficies, o crescimento em biofilme e o fenétipo multidroga resistente (MDR),
fazem dessa espécie uma ameaca a saude publica. Essas caracteristicas,
somadas a escassez de alternativas terapéuticas no combate de cepas resistentes
aos antimicrobianos, tornam o controle deste patégeno muito dificil (HARDING et
al., 2018).

Entendendo o risco das infeccbes por A. baumannii, torna-se necessario o
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas para o controle deste
patdgeno. A vacinacao de pacientes com risco e a imunoterapia baseada no uso
de anticorpos tem se mostrado como promissoras estratégias para prevenir
infeccbes e melhorar o prognostico de pacientes ja infectados, a fim de driblar a
auséncia de terapias efetivas para cepas resistentes (MCCONNELL & PACHON,
2010). Como alvo para o desenvolvimento de anticorpos especifico destacam-se
antigenos de superficie, como proteinas associadas a anexos externos da bactéria,
por exemplo, as fimbrias. As fimbrias sdo muito importantes na formacdo de
biofilme e na adeséo do patdgeno a célula hospedeira, uma vez que tem um papel
inicial na infeccéo. A proteina fimbrial FilF (67 kDa) esta presente em A. baumannii
e ndo tem nenhuma homologia com proteinas humanas. Essa proteina ja foi
demonstrada, por vacinologia reversa, como um potencial alvo para a producao de
anticorpos (NI et al., 2017).

Por isso, esse trabalho, visou a producdo da proteina FilF em sua forma
recombinante (rFilF), bem como a producdo de anticorpos policlonais (pAbs) e
avaliacdo de sua aplicabilidade como uma estratégia anti-biofilme, buscando uma
alternativa promissora na terapéutica e controle de infec¢cdes causadas por A.
baumannii MDR.

2. METODOLOGIA
O gene filf de A. baumannii foi sintetizado quimicamente (Genone —
Solu¢des em Biotecnologia, Brasil) clonado em vetor pET28a e a proteina FilF foi
expressa em sua forma recombinante (rFilF) no sistema de expressao heterélogo
procarioto Escherichia coli BL21. A expresséao de rFilF foi confirmada por Western
blotting utilizando anticorpo monoclonal anti-6xHis (Sigma Aldrich, Co., Estados
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Unidos). A antigenicidade da proteina rFilF foi determinada por ensaio Western
blotting utilizando anticorpo produzido por camundongos infectados por A.
baumannii.

Para a producdo de anticorpos policlonais (pAbs) anti-rFilF, trés
camundongos BALB/C foram imunizados via intraperitoneal com 50 pg de rFilF
acrescida de adjuvante completo (dia 0) ou incompleto de Freund (dias 14, 21, 28
e 35) (Conselho de Etica em Experimentacdo Animal/UFPel Protocolo N° 51427-
2019). Como controle negativo do experimento, trés animais foram inoculados com
PBS 1x e adjuvante de Freund. Amostras de sangue foram coletadas em todos
tempos experimentais para posterior separacéo do soro e avaliacdo dos pAbs anti-
rFilF por Ensaio de Imunoabsorcdo Enzimatica (ELISA). Para isso, placas de 96
pocos foram sensibilizadas com 200 ng de rFilF por poco, e bloqgueadas com
solucéo de leite em pd 0,5% para previnir ligag6es ndo especificas. Apos, os pAbs
anti-rFilF e o soro do grupo controle foram adicionados em uma concentracéo de
1:50 em PBS 1x, e entdo anticorpos monoclonais anti-lgG de camundongo
conjugados a peroxidase (Sigma Aldrich, Co., Estados Unidos) foram adicionados
nas concentracdes pré-estabelecidas pelo fabricante (1:10.000). As reacdes foram
visualizadas com solucao substrato-cromogeno e lidas por absorbancia a 492 nm.

A atividade anti-biofilme dos pAbs foi determinada frente 1x108 UFC/mL de
inéculo bacteriano de A. baumannii ATCC®19606 e nove isolados clinicos Ab-MDR
em diferentes concentracgdes: 1:50, 1:100 e 1:200 em caldo triptona de soja. Como
controle foi utilizado in6culo bacteriano sem tratamento. ApOs crescimento
overnight a 37°C, o biofilme foi fixado com metanol P.A., corado com cristal violeta
0,5% e desprendido com etanol 95%. A absorbancia foi mensurada por
espectrofotometria (comprimento de onda 570nm).

Todos os ensaios foram realizados em triplicatas. Diferencas estatisticas
entre as amostras foram determinadas por andlises de variancia (ANOVA de duas
vias) e teste Tukey. Valor de p<0.05 foi considerado estatisticamente significativo
e os resultados foram expressos como médias + desvio padrdo. A andlise foi
realizada utilizando GraphPad Prism verséo 8.0.1. (GraphPad Inc., EUA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
A proteina rFilF foi eficientemente expressa em sua forma insolluvel, no
tamanho esperado de 67 kDa, mantendo-se antigénica visto que foi reconhecida
por anticorpos contra A. baumannii (Figura 1).
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Figura 1: Ensaio Western blotting da proteina rFilF. A) Caracterizacao de rFilF
com anticorpo monoclonal anti-6xHis. (M) Marcador de massa molecular; (1) rFilF
purificada. B) Antigenicidade de rFilF com soro anti-A. baumannii de camundongo.

(M) Marcador de massa molecular; (1) rFilF purificada.
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Amostras de soro dos dias 0, 7, 14, 21, 28. 35, 42 e 49 foram avaliadas por
ensaio ELISA sendo observada uma producéo significativa de anticorpos IgG anti-
rFilF nos animais imunizados com rFilF (p<0,001) desde a primeira imunizacao

(Figura 2).
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Figura 2: Producéo de IgG anti-rFilF em camundongos.
***pn<0,001 representa a diferenca comparada entre grupos controles (PBS +
adjuvante e soro pré-imune).

A avaliacdo da capacidade anti-biofilme dos pAbs anti-rFilF foi avaliada em
cepas com diferentes padrdes de formacéao de biofilme e mostrou que os anticorpos
foram capazes de reduzir em até 93% (p<0,001) a formacao de biofilmes em A.
baumannii. Obteve-se diferencas estatisticas significativas na inibicdo da formacéao
de biofilme em todas as cepas e em todas as diluicdes de soro testadas (1:50, 1:100
e 1:200) (Figura 3). Ndo houve inibicdo de biofilme quando a cepa padrdo ATCC®
19606 e os nove isolados clinicos foram tratados com soro ndo-imune (animais
imunizados com PBS 1x e adjuvante).
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Figura 3: Atividade anti-biofilme de pAbs anti-rFilF. Diferentes diluigbes de soro

anti-rFilF (1:50, 1:100 e 1:200) foram incubadas com 1x108 UFC/mL de ATCC®

19606 e nove isolados clinicos de A. baumannii. Controle negativo representa a

formacgéao de biofilme sem tratamento com soro anti-rFilF. Valores de * p <0,05 e
****p<0,001.

Os isolados analisados neste trabalho apresentam resisténcia a pelo menos
um farmaco da classe dos carbapenémicos, como meropenem e imipenem. Em
2017, a Organizacdo Mundial de Saude elencou os patdgenos considerados
prioridade critica para o desenvolvimento de novos antibiéticos, e as cepas de A.
baumannii resistentes aos carbapenémicos obtiveram o primeiro lugar (MONEM et
al., 2020). Ja foi demonstrado que cepas ndao MDR apds formarem biofilme
desenvolvem resisténcia ao imipenem, que normalmente pode penetrar a matriz do
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biofilme, o que pode ser resultado da expressédo de enzimas (-lactamases ou do
sistema de efluxo, que esta altamente envolvido na sintese e transporte de
moléculas durante a formacéo de biofilme (SHENKUTIE et al., 2020).0s isolados
gue apresentaram maior reducao de crescimento em biofilme com tratamento com
pAbs anti-rFilF foram Ab20 (93% de reducao), Ab15 (91% de reducéo), Ab01 (77%
de reducao) e Ab39 (74% de reducéo), que sao fortes formadores de biofilmes, e
resistentes ao imipenem, o que pode demonstrar a relevancia dessa proteina
durante a formacé&o de bioiflme em isolados MDR.

Atividade anti-biofilme in vitro depende de varios fatores, baseado em nossos
resultados estima-se que os anticorpos anti-rFilF atuaram na neutralizacdo da
proteina FilF nativa de A. baumannii, inibindo o processo de formacéo de biofilme.
Uma vez que, adesinas, como a FilF, tem um papel crucial na adesédo da célula
bacteriana e motilidade da mesma na construcéo do biofilme (BERNE et al., 2015).

4. CONCLUSOES
O tratamento in vitro com os pAbs anti-rFilF foi eficaz na inibigdo da formagéo
de biofilmes em Ab-MDR, demonstrando ser uma abordagem terapéutica nao-
antibiética promissora no controle de infec¢des causadas por esse patdgeno.
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