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1. INTRODUGCAO

A resisténcia aos antimicrobianos vem crescendo e representa um desafio de
saude publica mundial, dificultando o tratamento de pacientes com infec¢des. Entre
0s microrganismos elencados como criticos pela Organizagdo Mundial de Saude,
destaca-se Acinetobacter baumannii resistente aos carbapenémicos (WHO, 2024).
Uma ampla variedade de mecanismos de resisténcia a antibioticos foi descrita para
A. baumannii, como por exemplo: enzimas que degradam antibioticos, alteracdes
no sitio de ligagdo e bombas de efluxo (KYRIAKIDIS et al., 2021). Esses fatores
desempenham um papel crucial no sucesso desse microrganismo em ambientes
de saude.

Compreendendo os riscos associados as infecgdes por A. baumannii, surge a
necessidade de desenvolver estratégias terapéuticas alternativas para controlar
esse patdgeno. Além da pesquisa por novos antibacterianos, tratamentos
mediados por anticorpos e vacinas profilaticas também vém sendo investigados
(PEREIRA et al., 2025a). Na busca pela identificagdo de alvos para indugao da
resposta imunoldgica, as proteinas adesinas desempenham um papel crucial no
contato inicial e na adesao da bactéria as células hospedeiras (PEREIRA et al.,
2025a; KLEMM & SCHEMBRI, 2000). A proteina fimbrial de membrana externa FilF
ja demonstrou protecdo imunolégica contra infecgdes letais por A. baumannii em
camundongos (SINGH et al., 2016).

Neste estudo, objetivou-se identificar a resposta imune celular de esplendcitos
de camundongos imunizados com FilF recombinante. Investigar a expressao de
citocinas e a ativacdo de vias imunoldgicas por esse antigeno contribui para
evidenciar o seu potencial como candidato vacinal ou como insumo para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas.

2. METODOLOGIA

O gene filf foi clonado no vetor pET28a e expresso no sistema heterélogo
Escherichia coli BL21 Star™ (DE3), conforme descrito por PEREIRA et al. (2024).
A proteina recombinante FilF (rFilF) foi obtida por cromatografia de afinidade ao
niquel em um gradiente de imidazol e dialisada contra tampé&o fosfato salino (PBS
1x). O perfil eletroforético de rFilF foi observado por SDS-PAGE (Sodium Dodecyl
Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) e Western blot com anticorpos
monoclonais anti-6x-His Tag (Invitrogen, EUA).
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Quatro camundongos BALB/c (Mus musculus) de 6-8 semanas foram
imunizados via intramuscular com 50 pg de antigeno recombinante (rFilF) acrescido
de 15% de Alhydrogel® 2% (InvivoGen, EUA), em trés doses (dias 0, 14 e 28),
enquanto o grupo controle (n=4) recebeu o diluente da proteina (PBS 1x) acrescido
de adjuvante. Semanalmente foram coletadas amostras de sangue pela veia
submandibular para separagdo de soro dos animais. Catorze dias apds a ultima
imunizagao, os animais foram eutanasiados com anestesia profunda com isoflurano
- Forane® (Abbott, BRA) e exsanguinagdo por puncdo cardiaca. A produgio de
anticorpos IgG anti-rFilF foi avaliada em ensaio ELISA (Ensaio de Imunoabsorg¢ao
Enzimatica) com as amostras sorolégicas dos camundongos.

Apos eutanasia, o bago dos animais foi removido assepticamente para cultura
de esplendcitos. Os procedimentos de experimentagao animal foram realizados de
acordo com as normas do Conselho Nacional de Controle de Experimentacao
Animal (CONCEA) e aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da UFPel (N° protocolo: 51427-2019). Apds esplenectomia, os bagos dos animais
imunizados com rFilF e controle foram macerados e cultivados em pools em DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium High Glucose) (Sigma-Aldrich, Co., EUA)
suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado e 1% de solugéo de
penicilina-estreptomicina e anfotericina B (Vitrocell, BRA) por 24 horas a 37 °C, em
uma atmosfera de 5% de CO2. As células aderentes no cultivo primario de
esplendcitos foram estimuladas com 10 ug de rFilF por 24 horas nas mesmas
condi¢des de incubagao anteriores.

Apos cultivo primario de esplendcitos, foi realizada a extracdo de RNA do
conteudo dos pogos com TRIzol™ Reagent e PureLink™ RNA Mini Kit (Thermo
Fisher Scientific, EUA) e a transcri¢cao reversa para sintese do DNA complementar
(cDNA) foi realizada utilizando kit comercial High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems, EUA). A expressao relativa de mRNA de
genes associados a respostas pré- e anti-inflamatérias foi avaliada através da
técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase Quantitativa (QPCR). Os genes
avaliados foram: tnfa (Fator de Necrose Tumoral a), ifny (Interferon vy), il18
(Interleucina 1), il4 (Interleucina 4), il10 (Interleucina 10) e i33 (Interleucina 33). O
gene gapdh (Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase) foi utilizado como controle
enddgeno. Os primers foram desenhados no Primer3 e testados quanto a eficiéncia
e especificidade (PEREIRA et al., 2025). As reag¢des de qPCR foram realizadas no
sistema QuantStudio™ 3 (Applied Biosystems, EUA), utilizando GoTaq® qPCR
Master Mix (Promega, EUA). Os valores de qPCR foram avaliados com teste t de
Student para comparagéao entre dois grupos (imunizados e controle). Os resultados
sao apresentados como média * desvio padrao. Todas as analises foram realizadas
utilizando o software GraphPad Prism versdo 8.0.1. (GraphPad Inc., EUA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos expressao em E. coli BL21 Star™ (DE3) a proteina rFilF purificada e
dialisada apresentou massa molecular esperada de ~67 kDa. A imunizagédo de
camundongos BALB/c com rFilF induziu resposta humoral significativa, evidenciada
pelo aumento progressivo dos niveis de anticorpos IgG, observado através de
ensaio ELISA.

A estimulacao de culturas de esplendcitos de camundongos imunizados com
rFilF resultou em aumento expressivo da expressao génica de il1B, il4 e il10,
enquanto houve redugdo da expressdo de ifny quando comparados ao grupo
controle (Figura 1). Este perfil sugere a ativacdo de uma resposta imune adaptativa
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balanceada, caracterizada pela indug¢ao de citocinas associadas a modulagao anti-
inflamatdria e a promogao da imunidade do tipo 2 (Th2), que é fundamental para
ativacao e diferenciacao de linfocitos B, favorecendo a producéo de anticorpos de
longa duragao e de diferentes isotipos e a reducao de inflamagéo excessiva (WANG
et al., 2024; SPELLBERG & EDWARDS, 2001).
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Figura 2: Os niveis relativos de expressdo de mRNA de tnfa (A), ifny (B),
il1B (C), il4 (D), il10 (E) e il33 (F) foram avaliados por gPCR e normalizados em
relacéo ao gene gapdh. Os valores estao apresentados como médio + desvio
padrdo. Asteriscos indicam diferengas significativas entre os grupos (*p < 0.05; **
p < 0.01; teste t de Student).

O perfil observado, caracterizado pelo aumento da expressdo de mRNA de
il1b e il10 no cultivo de esplendcitos do grupo vacinado esta de acordo com o
padrao de resposta imune descrito em infecgdes por A. baumannii, no qual, a IL-13
atua como um mediador central entre a imunidade inata e adaptativa, estimulando
a ativacao de linfocitos T e recrutamento de neutrdfilos, enquanto a IL-10 contribui
para o controle da resposta inflamatéria (GARCIA-PATINO, GARCIA-
CONTRERAS & LICONA-LIMON, 2017). Por outro lado, a diminuigao da expressao
de ifny reforga a hipdtese de uma regulacéo fina da resposta inflamatéria, evitando
o risco de tempestades de citocinas, situagdo que pode ser prejudicial
especialmente em individuos imunocomprometidos (WANG et al., 2024). Além
disso, estudos anteriores ja demonstraram que anticorpos policlonais anti-rFilF
promovem reducao significativa na formagdo de biofiimes de cepas de A.
baumannii resistentes a carbapenémicos e potencializam a fagocitose mediada por
anticorpos, evidenciando o potencial terapéutico da imunizagcdo com rFilF para
controle da infecgdo (PEREIRA et al., 2024; PEREIRA et al., 2025b). Estes
resultados destacam o papel da imunidade induzida por rFilF, que ndao s6 contribui
para neutralizagdo e opsonizagao do patdégeno, mas também modula a resposta
imune para um equilibrio entre efetividade e seguranca.
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4. CONCLUSOES

A resposta imune observada nos esplendcitos de animais vacinados com rFilF
indica que essa imunizagdo modula a resposta imune, favorecendo o equilibrio
entre atividade efetora e controle da inflamacado. A continuidade dos estudos, é
fundamental para validar a eficacia e segurancga de rFilF como um candidato vacinal
ou um insumo para produgdo de imunoterapéuticos contra infecgées por A.
baumannii multirresistente.
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