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1. INTRODUCAO

Mycoplasma hyopneumoniae é o agente causador da pneumonia enzootica
suina (PES); doenca respiratoria cronica que acomete animais de producdo em
todo mundo (MAES et al, 2008). A PES é caracterizada por alta morbidade, baixa
mortalidade, decréscimo nas taxas de conversdo alimentar e retardo no
crescimento dos suinos, causando consideraveis perdas econdmicas durante o
processo produtivo. As vacinas utilizadas atualmente sdo compostas por células
inteiras da bactéria inativadas (bacterinas), que sdo capazes de reduzir 0s sinais
clinicos e as lesGes pulmonares em te 50%, porém nao eliminam o estado de
portador (LIN et al., 2003). Em trabalhos relatados anteriormente, nédo foi
encontrado uma correlacdo entre a producdo de anticorpos especificos
produzidos pelas vacinas comerciais e a protecdo contra M. hyopneumoniae
(DJORDJEVIC et al, 1997). Alguns estudos tém demonstrado que a resposta
imune celular pode ser importante no controle da infeccdo (THACKER et al.,
2000).

Nosso grupo de pesquisas produziu 35 proteinas recombinantes
secretadas (SIMIONATTO et al., 2009; SIMIONATTO et al., 2010; SIMIONATTO
et al., 2012) e 6 proteinas recombinantes transmembranas (MARCHIORO et al.,
2012). Algumas destas proteinas apresentaram potencial para serem usadas
como antigenos vacinais em suinos, onde se destacou a chaperona molecular
DnaK P42 (proteina de choque térmico) (GALLI et al., 2012; SIMIONATTO et al.,
2012).

O presente trabalho avaliou de forma quantitativa a expressdo das
citocinas IL-10, IL-4 e Interteron-y em suinos imunizados com o antigeno
recombinante P42 (MHPO0067) em suinos em granja comercial de producéo
visando o desenvolvimento de uma vacina mais eficiente contra a PES.

2. METODOLOGIA

2.1 Desenho experimental e formulacdes vacinais. Para realizacdo do
experimento, suinos com 21 dias de idade (ndo vacinados para PES) foram
gentilmente fornecidos por uma granja comercial na zona rural do municipio de
Piratini — RS, com status “positiva” para PES (Kit HerdChek® Mycoplasma
hyopneumoniae IDEXX e PCR). Os animais foram divididos aleatoriamente em
cinco grupos experimentais: grupo 1, 8 leitdes imunizados com Montanide®
(controle negativo); grupo 2, 8 leitbes imunizados com bacterina comercial
Respisure®; grupo 3, 8 leitdes imunizados com bacterina comercial + 100 pug de
rP42; grupo 4, 8 leitdes imunizados por via IM com 100 pg de rP42 adsorvidas
em Montanide® e grupo 5 com 8 leitdes imunizados com 100 pg rP42
ressuspendidas em PBS. Os leitbes receberdo uma dose Unica, por via



intramuscular profunda aos 21 dias de idade (dias 1). Amostras de sangue total
com anticoagulante foram coletadas através de puncédo da veia jugular no dias 42
pos-inoculacao para cultivo de células mononucleares para avaliacdo da resposta
imune celular.

2.2 Cultivo de leucécitos a partir de amostras de sangue. ApOs contencéo
dos animais utilizando laco de contencdo para suinos, 10 ml de sangue total
foram coletados da veia jugular em tubos vacutainer com EDTA e mantidos sob
refrigeracdo até o processamento em laboratorio. O sangue foi centrifugado a
1500 rpm por 20 minutos, a capa de leucdcitos foi coletada e tratada com solucéo
de cloreto de ambnio e homogeneizada por inversdo, ap0s uma nova
centrifugacéo a 1500 rpm por mais 10 minutos e descartou-se o sobrenadante. O
pellet foi suspendido em 5 ml de meio de cultivo celular DMEM (Meio Basal Eagle
modificado por Dulbecco) e centrifugado a 1500 rpm por 10 minutos, descartou-se
0 sobrenadante e o pellet foi ressuspendido em 2 mL de meio DMEM acrescido
com 10% de soro fetal bovino. Foi realizada pool das células dos animais do
mesmo grupo. A contagem de leucdcitos foi realizada utilizando azul de tripan e
foram semeadas 10° células em placa de cultivo celular de 24 cavidades em
triplicata. O controle positivo foi estimulado com 7ug/well de concanavalina
(ConA), controle negativo estimulado com PBS e as amostras com 15 pg de P42.
Foi coletado o sobrenadante 24 hs pés estimulo e congelado em -70°.

2.3 Avaliacdo de resposta imune celular. A avaliacgdo da expressdo das
citocinas IL-10, INF-y e IL-4, mediante estimulo com a rP42, foram realizadas a
partir do sobrenadante do cultivo celular descrito no item 2.2. Para a quantificacdo
destas citocinas, foi realizado teste imunoenzimético utilizando kits comerciais:
ELISA Invitrogen™ Swine Interleukin-10, Swine Interleukin-4 e Swine INF-y Kit,
conforme recomendacéo do fabricante.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Embora dos mecanismos de patogenicidade o M. hyopenumoniae ndo estejam
completamente elucidados, alguns autores relatam a importancia da inducédo da
resposta imune celular no controle da infeccdo (THACKER et al., 2000). Neste
estudo nés avaliamos a expressdo das citocinas IL-4, IL-10 e Interferon-y em
suinos naturalmente expostos ao M. hyopneumoniae em granja comercial de
producdo imunizados em formulacdes vacinais compostas com o antigeno rP42.

No presente trabalho, os niveis da IL-10 detectados em cultivo de células
mononucleares nos grupos de animais imunizados com a rP42 foi maior quando
comparadas com os demais grupos (FIGURA 1). A associagao da rP42 adsorvida
em adjuvante oleoso (Montanide®), potencializou a expressao da IL-10 quando
comprada com o0 grupo imunizado em a rP42 sem adjuvante, e também
apresentou diferenca estatistica (p<0,05) quando comparada com todos 0s outros
grupos, inclusive o grupo imunizado com a vacina comercial (RespisureOne®). A
IL-10 tem acgdo regulatoria da resposta imune: inibe a sintese de citocinas
produzidas por macréfagos e inibe a proliferacdo de células T e inibe a liberacéo
de moduladores dos mastdcitos. Devido a sua agdo inibitéria. A IL-10 pode ter um
papel chave no controle das lesdes pulmonares da PES, pois a resposta
inflamatéria é um dos fatores responsaveis pelas lesdes “hepatizacdo” e
colabamento de lobos pulmonares caracteristicos da doenca.
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FIGURA 1 — Expressao de IL-10 detectado no sobrenadante de cultivo de células
mononucleares de 5 grupos de suinos imunizados em diferentes formulacdes
vacinais compostas: Grupo 1 — PBS, Grupo 2 — RespisureOne, Grupo 3 —
Respisure + P42, Grupo 4 — RespisureOne + P42 e Grupo 5 — PBS + P42. Os
maiores valores de IL-10 foram detectados no grupo imunizado com o antigeno
rP42 + Montanide; tendo diferenca estatistica quando comparada com todos os
outros grupos estimulados com a rP42 (p<0,005), indicando que este antigeno
adsorvido em adjuvante oleoso induz altos niveis de IL-10.

As principais funcbes do Interferon-y estdo relacionadas a ativacdo de
macréfagos e na participacdo no aumento da expressao do MHC. Nos achados
guantitativos da expressédo do Interferon-y encontrados entre os grupos, houve
diferenca estatistica (p<0,05) entre o0s grupos imunizados com a rP42 +
Montanide® em relacdo ao controle negativo. Também foi observado diferenca
estatistica (p<0,05) na expresséo do Interferon-y entre os grupos imunizados com
a bacterina comercial (RespiSure®One) e o0 grupo imunizado com bacterina
comercial + rP42 quando relacionadas com os respectivos controles negativos
(FIGURA 2). Neste estudo néo houve diferenca significativa da expresséo da IL-4
entre 0s grupos imunizados (dados ndo mostrados).
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FIGURA 2 — Expresséo de Interferon-y detectado no sobrenadante de cultivo de
células mononucleares de 5 grupos suinos imunizados em diferentes formulaces
vacinais compostas: Grupo 1 — PBS, Grupo 2 — RespisureOne, Grupo 3 —
Respisure + P42, Grupo 4 — RespisureOne + P42 e Grupo 5 — PBS + P42. O
valores de Interferon-y foram maiores nos grupos 3 e 4, indicando que o antigeno
rP42 adsorvido em de adjuvante estimula uma maior expressao de Interferon-y.



4. CONCLUSOES

Por meio deste trabalho foi possivel concluir que a proteina recombinante
rP42 adsorvido em adjuvante oleoso induz a expressdo em altos niveis de IL-10 e
Interferon-y em cultivo de células mononucleares quando comparadas com outros
grupos imunizados com diferentes formulagdes vacinais. Estudos futuros sao
necessarios para avaliar o papel deste antigeno na reducdo das lesdes
pulmonares e na protecao sistémica contra a Pneumonia Enzodtica Suina.
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