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ESTUDO DA RESPOSTA IMUNE de mucosa E CELULAR DE CAMUNDONGOS INOCULADOS COM rLTB-R1
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1. INTRODUÇÃO
A pneumonia enzoótica ou pneumonia micoplásmica suína (PMS), causada pela bactéria fastidiosa Mycoplasma hyopneumoniae, é a doença respiratória de maior impacto na suinocultura. Um estudo realizado pelo Centro Nacional de Pesquisa de Suínos e Aves (CNPSA-EMBRAPA) com 3.788 suínos de granjas do PR, SC e RS revelou que as perdas estimadas de peso devido a lesões pneumônicas, desde o nascimento ao abate, foram de 2,52 Kg/suíno abatido [8]. 

As vacinas mais utilizadas no controle da PMS 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 [2]. Nesse contexto, a produção de vacinas através de tecnologia recombinante surge como uma alternativa. As vacinas recombinantes de subunidade não são suficientemente imunogênicas a ponto de conferir uma imunidade protetora, tornando-se indispensável à utilização 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 [10].

A adererência de M. hyopneumoniae no cílio suíno é mediada pela região repetitiva R1 da adesina P97, a qual é reconhecida pelo anticorpo monoclonal (MAb) F1B6 [6]. Este MAb foi capaz de bloquear a aderência de M. hyopneumoniae  no cílio suíno em um teste de aderência “in vitro” [12], sugerindo a importância da P97 na patogenia da PMS. O objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta imune de mucosa e celular 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 PMS, 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. No dia 60 os animais foram sacrificados para a realização de uma lavagem traqueobrônquica conforme De Haan et al. (1995) [3], para detecção de IgA anti-rR1, e esplenectomia, realizada conforme Bastos et al. (2002) [1], para a titulação de IFN-(. Os lavados traqueobrônquicos e os sobrenadantes dos esplenócitos estimulados foram conservados a -20(C.

A detecção de IgA anti-R1 no lavado traqueobrônquico foi determinada 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, 50 (L dos lavados traqueobrônquicos, em duplicata, foram incubados a 37(C por 1 h. IgG de coelho anti-IgA de camundongo conjugada à peroxidase (1:1000) foi incubada a 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. As absorbâncias 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).

Para a avaliação da imunidade celular, os esplenócitos dos camundongos inoculados com rLTB-R1 I.N., PBS I.N. e CT I.N. foram isolados e testados por ELISA, conforme as instruções do fabricante do Kit (Pharmingen), para detectar a produção de IFN-(. Os esplenócitos foram processados e plaqueados conforme Bastos et al. (2002) [1]. A estimulação foi realizada com 10 ou 20 (g/ml de rR1 ou 10 (g/ml of LPS (Sigma) até 72 h. 
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO

O bloqueio da colonização de patógenos que invadem o hospedeiro através das mucosas é uma das principais estratégias de prevenção contra doenças causadas por estes organismos. Nós acreditamos que altos níveis de IgA anti-R1 no trato respiratório dos suínos sejam capazes de bloquear a aderência do M. hyopneumoniae, evitando o estabelecimento da PMS. As vacinas convencionais (bacterinas) utilizados no controle da PMS, além de apresentarem um alto custo de produção, não previnem o estabelecimento da doença e nem a presença de portadores, uma vez que a imunidade de mucosa (IgA) gerada por este tipo de vacina é muito fraca [7]. A figura 1 mostra a detecção de IgA anti-R1 no lavado traqueobrônquico dos diferentes grupos experimentais. Ambos os grupos inoculados com rLTB-R1 (I.N. e I.M.) produziram IgA anti-R1 no trato respiratório, sendo que as diferenças foram significativas (p<0.05) com os demais grupos. Estes dados reforçam o potencial da LTB recombinante (rLTB) como adjuvante da imunidade de mucosa, concordando com os resultados de outros autores [4;10]. A imunogenicidade de antígenos administrados via mucosa é geralmente pobre [11], fato que foi observado no grupo inoculado com rR1 por via intranasal (figura 1).  
A atividade adjuvante da rLTB ainda gera discussões na comunidade científica, uma vez que alguns autores afirmam que a atividade adjuvante da LT depende da subunidade A da toxina (LTA), que é tóxica, o que inviabiliza a sua utilização como adjuvante de mucosa. A LTB é a porção atóxica da LT e tem a função de reconhecer o receptor da toxina, o gangliosídeo GM1 [4].

A indução de resposta imune periférica através de imunização parenteral não resulta em significante imunidade de mucosa [5]. Surpreendentemente, o grupo inoculado com rLTB-R1 por via I.M. também estimulou a produção de IgA anti-R1 no trato respiratório, demonstrando que a rLTB manteve a atividade adjuvante de mucosa quando administrada por via parenteral. Weltzin et al. (2000) [11] detectaram IgA anti-urease na saliva de camundongos coadministrados parenteralmente com urease e rLTB.
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Figura 1. Detecção de IgA anti-R1 no lavado traqueobrônquico, através de ELISA com antígeno rR1, dos camundongos inoculados com rLTB-R1, CT, rR1,  bacterina comercial e PBS.
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Figura 2. Quantificação de IFN-( dos esplenócitos isolados e testados por ELISA. Os esplenócitos foram estimulados com 10 e 20 (g/ml de rR1 ou 10 (g/ml of LPS (Sigma) até 72 h.

O grupo inoculado com a bacterina comercial por via I.M. também não produziu IgA anti-R1 no trato respiratório (figura 1). Vacinas convencionais (vírus ou bactérias inativadas, toxóides ou subunidades) são eficazes na prevenção de doenças infecciosas que necessitam de anticorpos séricos. Entretanto, essas vacinas são incapazes de gerar resposta imune local, isto é, a produção de IgA em mucosas [7].

A figura 2 mostra a quantificação de IFN-( nos camundongos inoculados com rLTB-R1, PBS e CT por via I.N. após estímulo dos esplenócitos com rR1 ou LPS. Apenas o grupo rLTB-R1 I.N. produziu IFN-( quando estimulado com rR1. A concentração do estimulante foi diretamente proporcional a concentração de IFN-(, visto que os esplenócitos estimulados com 20 (g/ml de rR1 produziram aproximadamente 160 pg/ml de IFN-(, comparado com os 90 pg/ml dos estimulados com 10 (g/ml de rR1. Estes resultados demonstraram que a administração local de rLTB-R1 também induziu imunidade celular nos camundongos. Nos grupos PBS e CT I.N. não foi detectada a produção de IFN-( quando os esplenócitos foram estimulados com rR1, sugerindo que a produção desta citocina pelos esplenócitos do grupo rLTB-R1 I.N. foi específica, ou seja, produzida por linfócitos Th1 anti-R1. Além disso, a produção de aproximadamente 80 pg/ml de IFN-( pelos esplenócitos destes dois grupos, quando estimulados inespecificamente com LPS, mostra pelo menos que os esplenócitos estavam viáveis durante o ensaio. A secreção de IFN-( pode ser importante para a indução de uma resposta imune protetora e também para a resolução da PMS [9].

4. CONCLUSÕES
A imunização com rLTB-R1 por via I.N. ou I.M. induziu imunidade local e celular no camundongos, encorajando a realização de ensaios vacinais em suínos.
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