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1. INTRODUÇÃO
A pneumonia enzoótica suína (PES) é a doença respiratória mais importante dos suínos, sendo o agente etiológico a bactéria Mycoplasma hyopneumoniae. É uma doença infecciosa crônica, muito contagiosa, que possui alta morbidade e baixa mortalidade. As perdas econômicas são decorrentes de quedas na produtividade que podem chegar a 20% sobre a conversão alimentar e até 30% sobre o ganho de peso, dependendo da gravidade das lesões e das infecções secundárias [6]. 

As vacinas mais utilizadas no controle da PES contém células totais mortas (bacterinas). No entanto, o M. hyopneumoniae, ainda que cultivável “in vitro”, exige meio enriquecido, o que somado ao seu crescimento pobre e lento, encarece excessivamente a produção deste tipo de vacina [1]. Nesse contexto, a produção de vacinas através de tecnologia recombinante surge como uma alternativa. Para induzir uma imunidade protetora, as vacinas de subunidade recombinantes necessitam de adjuvantes imunológicos. Uma nova classe de adjuvantes, representada pela subunidade B da enterotoxina termolábel de Vibrio cholerae e Escherichia coli (CTB e LTB, respectivamente), vem se destacando. Estas subunidades atóxicas são potentes adjuvantes da imunidade de mucosa, estimulando uma forte resposta sistêmica e secretória de anticorpos contra antígenos co-administrados [7].

A aderência de M. hyopneumoniae nos cílios do epitélio respiratório é mediada pela região R1 da adesina P97, uma região repetitiva (AAKPV-E) altamente imunogênica. Os anticorpos monoclonais (MAbs) F1B6 e F2G5 reconheceram a P97 em um “immunobloting” e bloquearam a aderência de M. hyopneumoniae a células ciliadas “in vitro”, indicando que a P97 possui papel fundamental na patogenia da PES, tornando-a uma forte candidata a antígeno vacinal. O objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta imune humoral de camundongos inoculados com rLTB-R1, uma proteína recombinante contendo a região R1 da adesina P97 de M. hyopneumoniae fusionada a subunidade B da enterotoxina termolábel de E. coli. 
2. MATERIAL E MÉTODOS

A produção da vacina de subunidade recombinante (rLTB-R1) foi descrita anteriormente [2]. Fêmeas BALB/c com idade entre seis e oito semanas foram identificadas individualmente e aleatoriamente separadas em seis grupos de quatro. O grupo um foi inoculado com 20 (g de rLTB-R1 via I.N. (intranasal) nos dias 0, 15 e 30, totalizando 60 (g de rLTB-R1. O grupo dois foi inoculado com 9 (g de rR1 via I.N. nos dias 0, 15 e 30, totalizando 27 (g de rR1 (concentração aproximada de rR1 presente em 60 (g de rLTB-R1). O grupo três foi inoculado via I.M. com 1/20 da dose suína de uma bacterina comercial contra a PES, nos dias 0 e 15. O grupo quatro foi inoculado com 9 (g de toxina colérica (CT) via I.N. nos dias 0, 15 e 30, totalizando 27 (g de CT (concentração aproximada de rLTB presente em 60 (g de rLTB-R1). O grupo cinco foi inoculado com 30 (L de PBS via I.N. nos dias 0, 15 e 30. O grupo seis foi inoculado com 20 (g de rLTB-R1 via I.M. (intramuscular) nos dias 0, 15 e 30, totalizando 60 (g de rLTB-R1. As administrações I.N. foram realizadas com micropipeta, sem anestesia e em um volume de 15 (L/narina, totalizando 30 (L/animal. Amostras de sangue foram coletadas através de punção do plexo venoso retroocular nos dias 0, 15, 30, 45 e 60 após a primovacinação. Os soros foram processados e conservados a -20(C.


O título de anticorpos sistêmicos anti-R1 foram determinados por ELISA. Microplacas Maxi-Sorp de 96 cavidades (Nunc) foram sensibilizadas “overnight” a 4(C com 400 ng/cavidade de rR1 diluída em tampão carbonato-bicarbonato pH 9,6. Após três lavagens com PBS-T (PBS com 0,05% Tween 20), 50 (L dos soros diluídos 1:20 em PBS-T, em duplicata, foram incubados a 37(C por 1 h. Cinquenta microlitros de anti-Igs de camundongo conjugado à peroxidase (Sigma) foram incubados à 37(C por 1 h, após três lavagens com PBS-T. As reações foram reveladas com o-phenylenediamine dihydrochloride (Sigma) e peróxido de hidrogênio, após cinco lavagens com PBS-T. OD450 foi determinada em um leitor de ELISA Dynatech MR 700 (Dynatech Labs. Inc., Chantilly, VA, USA) 10 min após a adição do substrato. Para evitar diferenças entre placas, as absorbâncias foram transformadas em soroconversões (UE – Unidade ELISA) dividindo as absorbâncias de cada amostra pela absorbância do dia 0 do mesmo soro.


Os soros (dias 0 e 45) dos animais inoculados com rLTB-R1, vacina comercial e PBS foram testados por Western blot. Antígenos totais da cepa patogênica 7448 de M. hyopneumoniae  foram separados através de SDS-PAGE e eletrotransferidos para membrana de PVDF. Após bloqueio com 5% de leite em pó desnatado, os soros citados anteriormente foram incubados à temperatura ambiente por 1 h. Depois de cinco lavagens com PBS-T, a membrana foi incubada à temperatura ambiente por 1 h com anti-Igs de camundongo conjugado à peroxidase (Sigma). A reação foi revelada com 3-4-cloronaftol após cinco lavagens com PBS-T. BenchmarkerTM Prestained Protein Ladder (Invitrogen) foi utilizado como marcador de massa molecular. As médias das soroconversões de cada grupo foram submetidas à análise de variância. O teste t de Student’s foi utilizado para determinar se as diferenças foram significativas (p<0.05).

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO


A figura 1 mostra as soroconversões de anticorpos sistêmicos anti-R1 dos diferentes grupos experimentais. Ambos os grupos inoculados com rLTB-R1 (I.N. e I.M.) produziram anticorpos contra a região R1 da adesina P97 de M. hyopneumoniae, demonstrando que a vacina recombinante foi imunogênica para os camundongos.  O grupo inoculado com rLTB-R1 I.M. produziu uma soroconversão 2,4x maior (p<0,05) que a do grupo rLTB-R1 I.N. no dia 45 (pico), indicando que a via de administração influenciou a resposta imune, provavelmente devido a diferença de absorção do imunógeno nas duas vias de administração avaliadas. A administração local (via mucosa) de antígenos geralmente resulta em tolerância imunológica, porém o grupo inoculado com rLTB-R1 I.N. foi capaz de produzir uma soroconversão de 5,2x no dia 45 (p<0,05), confirmando o efeito adjuvante da rLTB. Outros autores também demonstraram que a rLTB teve efeito adjuvante para antígenos administrados via I.N. [3]. No grupo rLTB-R1 I.M., duas doses de imunógeno (40 (g de rLTB-R1)  foram suficientes para os animais atingirem o pico de anticorpos anti-R1, enquanto que no grupo rLTB-R1 I.N., apenas a partir da terceira dose é que foi possível a detecção de anticorpos anti-R1, demonstrando novamente a influência da via de administração sobre a resposta imune. 
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Figura 1. Soroconversões de anticorpos sistêmicos anti-R1, determinadas através de ELISA  com antígeno rR1, dos camundongos inoculados com rLTB-R1, CT, rR1,  bacterina comercial e PBS. Com exceção do grupo inoculado com a bacterina, que recebeu duas doses (dias 0 e 15), os demais receberam três doses (dias 0, 15 e 30). 
Nos demais grupos não foi detectada a produção de anticorpos anti-R1, resultado que era esperado apenas para os grupos inoculados via I.N. com rR1, CT e PBS (controles negativos). Interessantemente, o grupo inoculado com a bacterina comercial também não produziu anticorpos anti-R1, fato estranho uma vez que a adesina P97 é um dos antígenos imunodominantes de M. hyopneumoniae [5]. Este resultado foi confirmado através de Western blot (figura 2), onde o pool de soros do dia 45 do grupo inoculado com a bacterina comercial não reconheceu a P97 da cepa 7448, sugerindo que a cepa vacinal utilizada no experimento não expressou este antígeno. Passagens “in vitro” sucessivas de microorganismos podem resultar em perda de virulência devido a mutações em genes que codificam fatores de patogenicidade. A ausência da P97 na cepa vacinal pode comprometer a eficácia da vacina, uma vez que esta adesina é o principal e mais potente determinante antigênico de M. hyopneumoniae [1]. Por outro lado, apenas o pool de soros do dia 45 do grupo inoculado com rLTB-R1 reconheceu a P97 da cepa 7448 (Figura 2), indicando que os anticorpos anti-R1 foram induzidos pela vacinação. Este mesmo pool também reconheceu outras proteínas da cepa 7448, semelhantemente as reconhecidas pelo MAb F1B6, com exceção de uma proteína de aproximadamente 62 kDa. Este padrão de bandas no Western blot dos soros rLTB-R1 (dia 45) e MAb F1B6 ocorre devido ao processamento proteolítico da P97 na superfície da cepa [4].   
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FIGURA 2. Western blot dos soros dos grupos experimentais frente à antígenos totais de M. hyopneumoniae cepa 7448. 1, Protein Ladder (Invitrogen); 2, pool de soros do dia 0 do grupo rLTB-R1 I.M.; 3, pool de soros do dia 45 do grupo rLTB-R1 I.M.; 4, pool de soros do dia 0 do grupo bacterina comercial; 5, pool de soros do dia 45 do grupo bacterina comercial; 6, pool de soros do dia 0 do grupo PBS; 7, pool de soros do dia 45 do grupo PBS e; 8, MAb F1B6.

4. CONCLUSÕES

A vacina de subunidade recombinante rLTB-R1 induziu nos camundongos altas soroconversões de anticorpos séricos anti-R1, os quais reconheceram a P97 da cepa patogênica 7448 no Western Blot. Estes resultados encorajam a realização de testes de proteção em suínos mediante a vacinação com rLTB-R1 e posterior desafio com uma cepa patogênica de M. hyopneumoniae.  
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