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1. INTRODUCAO

Acinetobacter baumannii € um patégeno oportunista importante na causa de
infeccBes relacionadas a assisténcia em saude (IRAS), especialmente em unidades
de terapia intensiva (UTIs) (ASIF et al.,, 2018). Sua resisténcia a multiplos
antibiéticos e capacidade de sobreviver em ambientes hospitalares por periodos
prolongados tornam o controle deste patégeno um grande desafio (PELEG et al.,
2008). Os fatores de viruléncia de A. baumannii, como os associados a formacéo
de biofilme e proteinas de membrana externa, contribuem para sua evasao do
sistema imunoldgico, elevando os riscos a saude humana (ROCA et al., 2012). O
aumento alarmante da resisténcia antimicrobiana ressalta a necessidade urgente
de novas abordagens terapéuticas.

Neste estudo propomos o uso de imunoinformatica para identificar alvos
terapéuticos e desenvolver proteinas quiméricas multi-epitopos, que possam
induzir respostas imunoldgicas protetoras contra A. baumannii (FERNANDEZ-
GARCIA et al., 2016; CHEN et al., 2016). A abordagem envolve a identificacdo de
epitopos candidatos, utilizando algoritmos e bancos de dados para prever as
propriedades estruturais e funcionais das proteinas (RAPPUOLI et al., 2016; CHEN
et al., 2018). A eficacia dessas proteinas depende de sua capacidade de gerar
respostas imunoldgicas sem causar efeitos adversos, sendo crucial a analise in
silico de antigenicidade, alergenicidade e toxicidade (AYYAGARI, 2023). Assim,
esta pesquisa visa projetar e caracterizar duas proteinas quimeéricas, para serem
avaliadas futuramente como novas estratégias no controle de A. baumannii.

2. METODOLOGIA

2.1 Selecdo de proteinas: os antigenos-alvo para a construcao de quimeras
multi-epitopos de A. baumannii foram selecionados com base em uma revisdo
abrangente da literatura cientifica. Proteinas com relevancia clinica no processo de
infecgdo do hospedeiro por A. baumannii foram especificamente escolhidas e as
sequéncias  foram recuperadas do banco de  dados UniProt
(https://www.uniprot.org/).

2.2 Predicdo de epitopos nas proteinas selecionadas: epitopos
potenciais capazes de estimular respostas imunoldgicas foram preditos dentro das
sequéncias de proteinas selecionadas usando o0s seguintes servidores:
NetMHCpan v. 4.1, NetMHClIpan v. 4.0 (REYNISSON et al., 2020) e BepiPred v.
3.0 (CLIFFORD et al., 2022).

2.3 Construcédo de quimera multi-epitopo: para construir a proteina multi-
epitopo, todos os epitopos selecionados foram ligados usando conectores de
poliglicina (GGGGG). Esses conectores foram escolhidos devido a sua flexibilidade
e estabilidade, o que ajuda a manter a integridade estrutural da ligacédo proteina-
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proteina (REDDY CHICHILI et al., 2013). O AlphaFold2 foi usado para prever a
estrutura terciaria das proteinas. A visualizac&o e analise adicional das estruturas
3D preditas foram realizadas usando o PyMOL v2.5.0.

2.4 Avaliagcdo da antigenicidade, alergenicidade, toxicidade e
propriedades fisico-quimicas: a antigenicidade das sequéncias de proteinas foi
predita usando o servidor VaxiJen v. 2.0 (DOYTCHINOVA et al., 2007), com
bactérias selecionadas como organismo alvo e um limiar de 0,5 estabelecido para
determinar a potencial antigenicidade. A natureza ndo alergénica das quimeras foi
avaliada usando o servidor AllerTOP v. 2.0 (DIMITROV et al., 2014). Para avaliar o
potencial de toxicidade das sequéncias, foi utilizado o servidor ToxinPred2
(SHARMA et al., 2022). As propriedades fisico-quimicas das proteinas foram
analisadas usando a ferramenta ProtParam (GASTEIGER et al., 2005), que avaliou
parametros como a média global de hidropatia (GRAVY), indice de instabilidade
(1), meia-vida (HL), ponto isoelétrico (pl) e peso molecular (MW). Além disso, a
solubilidade das proteinas foi predita usando o programa SOLpro (MAGNAN et al.,
2009).

2.5 Producédo da quimera multi-epitopo: a producédo do gene projetado in
silico que codifica a quimera multi-epitopo foi feita por sintese quimica pela
empresa GenOne (Rio de Janeiro, Brasil). O gene quimérico foi clonado no vetor
de expressao pET e transformado em células competentes de Escherichia coli One
Shot™ BL21 Star™ (DE3) por meio de choque térmico. As células transformadas
foram cultivadas em 250 mL de caldo 2x Yeast Extract Tryptone (2YT)
suplementado com canamicina. A cultura foi incubada a 37°C até atingir uma
densidade optica de 0,6-0,8, momento em que a expressao da proteina foi induzida
com IPTG (1mM) e incubada por mais 4 horas. Ap6s a inducao, as células foram
centrifugadas e lavadas com tampao de lavagem, sendo o pellet mantido a -20°C
por 12 horas. Apoés este periodo o pellet foi suspenso em tampao de solubilizacédo
contendo lisozima e PMSF, seguido por incubacéo a 37°C por 1 hora e resfriamento
em banho de gelo. A lise celular foi realizada por sonicacéo, e a fracdo soluvel foi
separada por centrifugacdo. A porcéao insoluvel foi solubilizada com ureia e agitada
por 16 horas a 4°C. Ambas as fracBes (solluvel e insolavel) foram purificadas
usando cromatografia de afinidade em colunas HisTrap FF carregadas com niquel.
A fracao insolavel passou por dialise para reducao de ureia, e a concentracao
proteica foi determinada pelo ensaio BCA. A proteina expressa foi armazenada a -
20°C e analisada por SDS-PAGE, com confirmagéo da expresséo por DOT Blotting
(DB) e Western Blotting (WB) utilizando um anticorpo monoclonal anti-6xhis
(Sigma-Aldrich, EUA).

2.6 Avaliacdo da antigenicidade da proteina quimérica: a avaliacdo da
antigenicidade da proteina quimérica foi feita por ensaio WB. Inicialmente, uma
aliquota de 5 pL da quimera purificada foi carregada em um gel SDS-PAGE a 12%
para separacdo das proteinas, seguida de transferéncia para uma membrana de
nitrocelulose Hybond™ ECL™ (Amersham Biosciences) utilizando o sistema
Trans-Blot Turbo™. A membrana foi bloqueada com uma solucéo de PBS e 5% de
leite em pd por uma hora para evitar ligacdes inespecificas. Apds o bloqueio, a
membrana foi incubada por 16-18 horas com anticorpo monoclonal anti-6xHis-tag
(Sigma-Aldrich, EUA) em uma diluicdo de 1:5.000, sob agitacdo. As bandas de
proteinas foram entdo visualizadas apds lavagem com PBS 1x e incubacdo com
uma solugéo cromogénica/substrato contendo diaminobenzidina, sulfato de niquel,
Tris-HCI (pH 7,6) e peréxido de hidrogénio. O ensaio DB foi realizado para
complementar a analise, utilizando a quimera purificada aplicada em membranas
de nitrocelulose. Essas membranas foram secas, bloqgueadas com PBS e 5% de
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leite em pod, e incubadas individualmente com anticorpos primarios: anticorpo
monoclonal anti-6xHis-tag (Sigma-Aldrich, EUA) a 1:5.000, soro de camundongo a
1:50, e soro humano a 1:50. Apdés uma incubacéo de 16-18 horas sob agitacdo, as
membranas foram lavadas e incubadas com anticorpos secundarios especificos
para humanos e camundongos, ambos conjugados com peroxidase (Sigma-
Aldrich, EUA). A visualizacédo das bandas de proteinas foi realizada com a mesma
solugdo cromogénica/substrato utilizada no WB, confirmando a antigenicidade da
quimera.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Predicdo de epitopos, design e construcdo das quimeras: foram
selecionadas e incluidas neste estudo oito proteinas de A. baumannii, sendo elas:
Ata, BauA, Bap, FhaC, BamA, Oxa-143, OmpA e Omp33-36. De cada uma dessas
proteinas, um epitopo com tamanho variando de 21 a 153 aminoacidos foi
selecionado e cada uma das quimeras foi desenhada contendo quatro destes
epitopos. Os epitopos foram conectados usando trés linkers flexiveis, cada um
composto por cinco residuos de glicina (GGGGG), para manter o espacamento e a
flexibilidade adequados entre os diferentes epitopos. Esse design garante uma
apresentacao de antigeno e um reconhecimento imunoldgico 6timos. A Quimera 1
contém os epitopos de Ata, BauA, Bap e FhaC, e a Quimera 2 contém os epitopos
de BamA, Oxa-143, OmpA e Omp33-36.

3.2 Avaliacdo da antigenicidade, alergenicidade, toxicidade e
propriedades fisico-quimicas: as predi¢cdes de antigenicidade para as quimeras
1 e 2 resultaram em escores de 0,7196 e 0,7074, respectivamente, indicando que
essas proteinas sao antigénicas e capazes de induzir uma resposta imunoldgica.
Ambas as quimeras demonstraram propriedades ndo alergénicas, sugerindo que
elas ndo induzem reacbes alérgicas ou respostas inflamatérias. Além disso,
nenhuma regido toxica foi identificada nas sequéncias quiméricas, confirmando a
seguranca dessas construcdes. A Quimera 1 é composta por 424 aminoacidos e
tem um peso molecular de 46 kDa, enquanto a Quimera 2 consiste em 442
aminoacidos e tem um peso molecular de 48 kDa. Os pontos isoelétricos (pl) de
ambas as quimeras foram &cidos, com valores de 5,12 e 4,86, respectivamente. De
acordo com DOYTCHINOVA et al. (2007), proteinas com um indice de instabilidade
abaixo de 40 sdo consideradas estaveis. Assim, ambas as quimeras foram
consideradas estaveis, com valores de indice de 33,43 para a Quimera 1 e 25,44
para a Quimera 2. A vida 0til média estimada para ambas as quimeras foi de 30
horas. Os escores GRAVY foram negativos, -0,508 para a Quimera 1 e -0,432 para
a Quimera 2, indicando que as 7 proteinas sao hidrofilicas. O indice alifatico, que é
indicativo da estabilidade térmica da proteina, foi de 79,29 para a Quimera 1 e 76,83
para a Quimera 2. As predicbes de solubilidade usando o software SOLpro
sugeriram que a Quimera 1 é solavel, enquanto a Quimera 2 € insolavel.

3.3 Producéo, purificagcao e avaliacao da antigenicidade das quimeras
multi-epitopos: a expressédo e purificagdo das quimeras usando E. coli como
sistema heterélogo foram realizadas com sucesso, com a Quimera 1 e a Quimera
2 sendo expressas em forma insoluvel. Apos a purificacdo, a concentracdo da
Quimera 1 foi de 506,7 ng/uL, enquanto a Quimera 2 teve uma concentragédo de
584,8 ng/pL. A expressao das proteinas quiméricas foi confirmada pelo ensaio de
WB usando anticorpos anti-histidina, revelando bandas correspondentes as
massas moleculares previstas de 46 kDa para a Quimera 1 e 48 kDa para a
Quimera 2. Além disso, os ensaios de DB confirmaram a capacidade das quimeras
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serem reconhecidas por anticorpos presentes no soro de humanos e de
camundongos infectados por A. baumannii.

4. CONCLUSOES

As descobertas deste estudo tém implicacbes significativas para o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas contra A. baumannii. As
guimeras multi-epitopos projetadas e validadas aqui representam uma abordagem
promissora para induzir uma resposta imunolégica ampla e eficaz contra esse
patdégeno. A integracéo de técnicas de bioinformatica e biologia molecular destaca
0 potencial dos métodos in silico para acelerar o desenvolvimento de novas
terapias, reduzindo custos e tempo associados aos métodos tradicionais. Estudos
futuros devem se concentrar em avaliagdes in vivo dessas quimeras para confirmar
sua eficicia e seguranca em um contexto biologico. A abordagem descrita neste
estudo pode ser estendida a outros patégenos, fornecendo um modelo para o
desenvolvimento rapido de vacinas e soros eficazes.
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