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1. INTRODUCAO

Mycoplasma hyopneumoniae € o patdgeno causador da Pneumonia Enzodtica
Suina (PES), doenca respiratoria cronica que acomete suinos em todo o mundo,
causa perdas econdmicas e queda nos indices produtivos. Isso se deve ao fato de
essa ser uma enfermidade de curso longo e induzir infeccdo subclinica em
consideravel numero de animais em rebanho positivo (MARCHIORO, 2012).

M. hyopneumoniae € um dos maiores contribuidores para doencas respiratorias
em suinos, interagindo com outras infec¢des, causando danos ao epitélio das vias
aéreas do trato respiratorio, o que facilita infeccbes por patdgenos secundarios
(MINION et al., 2004).

Uma caracteristica importante é a plasticidade genémica deste microrganismo,
gue permite uma alteracdo consideravel de sua estrutura fenotipica, caracterizada
principalmente pela mudanca de proteinas estruturais de superficie. Isso esta
relacionado ao curso prolongado da infeccao e a dificuldade de desenvolvimento de
uma imunidade protetora total (TAJIMA & YAGIHASHI, 1982).

A vacinacdo e o manejo ambiental sdo os principais métodos de controle. As
vacinas comercialmente disponiveis consistem em bacterinas inativadas que,
embora reduzam o grau de lesdo pulmonar, sdo incapazes de prevenir a infeccao e
a colonizacéo do patdégeno (MAES et al., 2008).

O presente estudo tem como objetivo realizar a avaliagdo quantitativa da
interleucina-10 no plasma de suinos imunizados com o antigeno recombinante rP42
mantidos em granja comercial.

2. METODOLOGIA

2.1 Expressao e purificacdo da proteina recombinante

A sequéncia codificadora do antigeno P42 foi amplificada por PCR, utilizando
DNA extraido de M. hyopneumoniae cepa 7448 como molde. O gene resultante foi
clonado no vetor pAE, utilizando E. coli TOP 10. A expressdo da proteina foi
induzida por 3 h com 1,0 M de IsopropylB-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG). A
proteina recombinante foi purificada por cromatografia de afinidade utilizando
Sepharose (HisTrap™) carregada com niquel.

2.2 Imunizacao dos suinos e coleta do plasma
Para realizagdo do experimento, suinos com 21 dias de idade (n&o vacinados
para PES) com status “positivo” para PES (Kit HerdChek® Mycoplasma
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hyopneumoniae IDEXX e PCR), foram divididos em cinco grupos experimentais de
8 animais cada: grupo 1, leitbes imunizados com adjuvante oleoso Montanide®
(controle negativo); grupo 2, leitdes imunizados com a bacterina comercial Respisure
One®, grupo 3, Respisure One + rP42, grupo 4, rP42 adsorvida em Montanide® e
grupo 5, leitdes imunizados com rP42 ressuspendida em PBS. Os leitdes receberam
uma dose de 100 g no dia O de cada formulacéao vacinal. Amostras de 5 mL sangue
total sem anticoagulante foram coletadas através de puncdo da veia jugular no dia
42 poés-inoculagdo para coleta do plasma e avaliacdo da expresséao da IL-10.

2.3 Deteccéao de interleucina-10 no plasma

A interleucina-10 dos suinos imunizados foi detectada em pool (8 amostras de
cada grupo) das amostras de plasma utilizando ensaio imunoenzimatico através do
kit Invitrogen® Swine Interleukin-10 (Sw IL-10) ELISA. As amostras foram
processadas de acordo com as instrugdes do fabricante. O plasma foi testado sem
diluicdes e as reacdes colorimétricas foram medidas utilizando densidade 6ptica de
450 nm. A leitura foi realizada no equipamento Victor™ X5 2030 Multilabel Reader
by Perkin Elmer.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apesar de as vacinas comerciais disponiveis serem utilizadas mundialmente
nas granjas de producdo de suinos, elas promovem apenas uma protecao parcial,
evidenciando a necessidade de uma nova vacina com eficacia aperfeicoada. Nesse
trabalho, foi avaliada a expressao da interleucina-10 em suinos mantidos em granja
comercial de producdo imunizados em formulagbes vacinais compostas com
antigeno rP42.

A avaliacdo desta citocina foi realizada nos animais com 63 dias de idade (42
dias p6s imunizacdo). Foram detectados os niveis de IL-10, e apds quantificacédo e
analise estatistica, os resultados obtidos mostraram diferenca estatistica entre os
grupos Montanide + P42 e PBS + P42 em relacdo ao grupo controle (p<0,05), e
também entre os grupos Montanide + P42 e PBS + P42 em relacdo a vacina
comercial (p<0,05). O antigeno rP42 induziu melhor resposta imunoldgica celular em
relacéo ao grupo controle e a vacina comercial atualmente disponivel (Figura 1).

Alguns estudos tem demonstrado que a resposta imune celular tem papel
importante no controle da infeccdo (THACKER, 2000). Os efeitos inibitérios da
interleucina-10 sdo importantes devido as suas funcdes anti-inflamatorias, tendo
papel chave na reducdo das lesdes pulmonares causadas pela resposta a infeccao
de M. hyopneumoniae. Além disso, a interleucina-10 é um fator que desativa
macrofagos e tem um papel crucial nas reacdes da imunidade inata e da imunidade
celular. Tem por funcéo a inibicdo da producédo de IL-12 e TNF pelos macréfagos,
suprimindo a sua func¢éo inflamatéria, e a ativacdo de linfécitos B (MOORE et al.,
2001).
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Figura 1: expressdo da IL-10 em suinos, no dia 42 pos-inoculacdo, induzida
por adjuvante oleoso Montanide® (controle negativo); bacterina comercial Respisure
One®, Respisure One + rP42, rP42 adsorvida em Montanide® e  rP42
ressuspendida em PBS.

4. CONCLUSOES

A partir do presente estudo, pode se inferir que o aumento da expressao da
IL-10 em suinos imunizados com a proteina recombinante P42 teve diferenca
estatistica na expressao da IL-10 em relacdo aos grupos controles e a vacina
comercial. Estudos futuros sdo necessarios para determinar o papel da rP42 na
inducdo da protecdo contra pneumonia enzooética suina, através da resposta imune
celular.
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