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1. INTRODUCAO

Mycoplasma hyopneumoniae € o patdgeno causador da Pneumonia Enzootica
Suina, doenca respiratéria crbnica que acomete suinos em todo o mundo
(THACKER, 2006), causando queda nos indices produtivos e grandes perdas
econbmicas (MAES et al., 2008). Vacinagdo e manejo ambiental sédo os principais
métodos de controle da doenca (CONCEICAO et al., 2006; MAES et al., 2008). As
vacinas comercialmente disponiveis consistem em bacterinas inativadas de alto
custo que, embora reduzam o grau de lesdo pulmonar, sdo incapazes de prevenir a
infeccdo e estabelecimento do patogeno (THACKER et al.,, 1998; MEYNS et al.,
2006). Identificar antigenos contra os quais estas vacinas ndo geram resposta imune
satisfatoria pode auxiliar na escolha de alvos potenciais a partir dos quais novas
vacinas, mais eficazes, possam ser desenvolvidas. Este trabalho teve por objetivo
avaliar a resposta imune humoral induzida pela administracdo de trés diferentes
bacterinas comerciais contra M. hyopneumoniae para as proteinas recombinantes
R1, P102, P42 e NrdF, cuja atividade protetora ja foi avaliada.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Expresséo e purificacdo das proteinas recombinantes

A proteina recombinante R1 foi expressa e purificada de acordo com
CONCEICAO et al. (2006). As proteinas recombinantes P102, P42 e NrdF foram
obtidas segundo a metodologia descrita por SIMIONATTO et al. (2010).
2.2 Imunizagédo dos camundongos
Para avaliacao da resposta imune humoral, foram imunizados camundongos fémeas
BALB/c, com 6 a 8 semanas de idade, divididos em quatro grupos de seis animais,
cuja identificacdo e protocolo de inoculacdo sdo descritos a seguir: grupo A, duas
inoculacdes de 100 pL da solucdo comercial da Bacterina 1 com intervalo de 15
dias entre as doses; grupo B, duas inoculacdes de 100 pL da solucdo comercial da
Bacterina 2 com intervalo de 15 dias entre as doses; grupo C, duas inoculacdes de
50 pL da solucdo comercial da Bacterina 3 com intervalo de 15 dias entre as doses;
e grupo D (controle negativo), duas inocula¢bes de 100 pL de solucéo salina 0,85%
com intervalo de 15 dias entre as doses.

Os volumes administrados e o namero e intervalo de inoculacfes estdo de
acordo com o recomendado pelos fabricantes para inoculacdo em suinos,
respeitando-se a proporcéo para peso vivo em camundongos. O sangue dos animais
foi coletado por puncdo do sino retro-orbital nos dias 0 (pré-imune) e 30 do
experimento. O soro foi separado por centrifugacdo e armazenado a -20°C. Todos
0os animais foram mantidos durante o0 experimento de acordo com as
recomendacdes do Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade
Federal de Pelotas onde o projeto esta registrado sob o numero 200968.
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2.3 Avaliacéo da resposta imune humoral

Para avaliar a producdo de anticorpos induzida pela inoculacdo das
bacterinas foi realizado um ELISA indireto, no qual os soros dos animais inoculados
foram confrontados separadamente contra cada uma das proteinas recombinantes
mencionadas. Microplacas de 96 cavidades foram sensibilizadas com rR1, rP102,
rP42 ou rNrdF dissolvidas em tampdo carbonato-bicarbonato pH 9,6. Apds
incubagao overnight, as placas foram lavadas com PBS-T e incubadas a 37 °C por 2
h com 200 yL de solucdo de bloqueio (leite desnatado 5%). Posteriormente as
placas foram lavadas com PBS-T e incubadas com soro dos camundongos diluido
em 1:100 em solugéo de bloqueio a 37 °C por 2 h. Ap6s nova lavagem, as cavidades
foram incubadas a 37 °C por 1 h com anticorpo anti-IgG de camundongo conjugado
com peroxidase, diluido em 1:4.000 em tampé&o de bloqueio. A reacao colorimétrica
foi gerada com a adicao de ortofenilenediamina e perdoxido de hidrogénio. Apds 15
minutos, a reacgéao foi parada com a adigdo de 50 uL de 2M H,SO,4. A absorbancia foi
determinada em filtro de 492 nm em leitor de ELISA.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES
Os resultados obtidos no ELISA estéo representados na Fig. 1.
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Figura 1. Imunidade humoral induzida pela inoculagdo de bacterinas comerciais em camundongos
contra as proteinas recombinantes R1 (A), P102 (B), P42 (C) e NrdF (D). O eixo y apresenta os dados
de absorbancia absoluta em filtro 492 nm. O eixo x indica os grupos do experimento. As andlises
foram realizadas por Teste T, sendo p < 0,05. O simbolo (*) indica diferenca estatistica entre as
coletas dos dias 0 e 30 dentro do mesmo grupo, e (*) indica diferenga estatistica em relagdo ao grupo
controle negativo.

Para as proteinas recombinantes R1 e NrdF, apenas o grupo A apresentou
producdo de anticorpos estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle
(Fig. 1A e 1D). Para a proteina P102, ndo houve diferenca estatistica para nenhuma
das bacterinas inoculadas. Para a proteina P42 ambos os grupos B e C
apresentaram resposta imune humoral significativa.

As proteinas recombinantes utilizadas neste estudo tiveram sua
antigenicidade avaliada por SIMIONATTO et al. (2011) e todas foram reconhecidas
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por soros de suinos convalescentes, indicando que as proteinas nativas séo
ativamente expressas por cepas patogénicas durante o desenvolvimento da doenca.
A adesina P97 e a proteina de superficie P102 formam uma familia cujas fungdes
tém sido muito estudadas. O fragmento R1 da proteina P97 é responséavel pela
adesdo do patégeno ao cilio respiratorio. Anticorpos anti-R1 foram capazes de
bloquear a aderéncia de M. hyopneumoniae a células ciliadas respiratérias suinas
em ensaio de aderéncia in vitro (ZHANG et al., 1994) indicando sua relevancia no
processo de patogénese do M. hyopneumoniae. A proteina P102 esté relacionada a
ativacdo do plasminogénio que, uma vez transformado em plasmina, promove a
destruicdo da fibrina e facilita o rompimento das barreiras teciduais pelo patégeno
(SEYMOUR et al.,, 2012), podendo ser considerada um importante fator de
viruléncia.

A proteina P42 é uma proteina de choque térmico (heat shock protein) e tem
sua expressdo aumentada em situacdes de estresse para a célula bacteriana. As
HSP’s apresentam capacidade de estimular o sistema imune inato através da
interacdo com receptores celulares de superficie e de induzir a producdo de
moléculas pro-inflamatorias diversas (STEWART & YOUNG, 2004). CHOU et al.
(1997) citam a capacidade de anticorpos monoespecificos anti-P42 de limitar o
desenvolvimento de M. hyopneumoniae em meio sdlido, avaliado in vitro atraves de
teste de inibicdo do crescimento (TIC), o que pode indicar grande importancia no
processo de desenvolvimento do microrganismo e, consequentemente, na
ocorréncia de processo patogénico durante a infeccéo. A proteina NrdF (subunidade
R2 da ribonucelotideo redutase) teve sua capacidade protetora em suinos avaliada
por FAGAN et al. (1996), tendo sido capaz de diminuir o escore de lesdo pulmonar
para PES em suinos imunizados com esta proteina, em comparacdo com 0 grupo
controle negativo.

Os dados obtidos demonstram que algumas bacterinas sdo incapazes de
estimular, em camundongos inoculados, a producdo de anticorpos contra
importantes antigenos de M. hyopneumoniae, conforme ja demonstrado por
CONCEICAO et al. (2006). Isso se deve, possivelmente, as alteracées no perfil de
expressdo protéica do patdogeno devido as numerosas passagens in Vitro
(ASSUNCAO et al., 2005), cujos cultivos sdo utilizados na fabricacdo destas
bacterinas.

4. CONCLUSOES

As Dbacterinas comercialmente disponiveis contra M. hyopneumoniae
apresentaram perfis distintos de inducdo de imunidade humoral com relacdo as
proteinas avaliadas. Considerando os estudos anteriores citados podemos sugerir
gue a producdo de anticorpos contra essas proteinas pela vacinacdo é necessaria
para promover o bloqueio da aderéncia de M. hyopneumoniae e seus efeitos
patogénicos sobre o hospedeiro suino. A auséncia ou inducdo insatisfatéria de
imunidade humoral contra antigenos comprovadamente protetores, como
demonstrado neste estudo, é provavelmente responsavel pela eficiéncia limitada das
bacterinas avaliadas. Estudos posteriores mais abrangentes, que avaliem a resposta
humoral e também celular de um nimero maior de vacinas disponiveis no mercado
e contra outros antigenos potencialmente protetores sdo necessarios para que se
possa direcionar o estudo de alvos e identificar lacunas que, se preenchidas, podem
levar a um processo de inducao de imunidade mais eficaz.
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