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1 INTRODUCAO

O uso de vacinas € um dos mais eficientes métodos de controle de
doencgas infecciosas, sendo utilizadas contra os mais diversos patégenos, como
virus, bactérias, fungos e parasitas (Guy, 2007). Entretanto, as vacinas de ultima
geracdo apresentam limitagbes importantes quando utilizadas com os adjuvantes
tradicionais (Leclerc, 2003). Por isso, o desenvolvimento de adjuvantes seguros e
eficientes torna-se um desafio e uma necessidade (Guy, 2007).

A leptospirose € uma doenca de distribuicAo mundial, causadora de
prejuizos na produgédo animal, e na satde humana (Adler & Moctezuma, 2010). E
uma das zoonoses de maior impacto no mundo, principalmente em paises em
desenvolvimento, situados nas regides com clima tropical e subtropical (Ko et al.,
2009). Em suinos, a leptospirose causa Sérios prejuizos, principalmente
reprodutivos e na producgdo, raramente causando doenca clinica ou oObitos (Soto,
2008). Assim, a vacinacdo de suinos para o controle da leptospirose é
comumente empregada entre o0s produtores, principalmente de animais
destinados a reproducao (Adler & Moctezuma, 2010).

O Mycoplasma hyopneumoniae é considerado o agente etiologico
primario da pneumonia enzodtica suina (PES). Ao colonizar o epitélio respiratorio,
torna o animal infectado suscetivel a infecgbes secundarias por microorganismos
oportunistas (Thacker et al., 1999), ocasionando sérias perdas econémicas (Maes
et. al., 2008). As vacinas tradicionais, de célula inteira, contra este agente séo
caras devido a fastidiosidade do Mycoplasma hyopneumoniae no crescimento “in
vivo”. Estas vacinas nao previnem a colonizagéo e n&o apresentam uma protecao
satisfatoria. Entretanto, este ainda € o método que apresenta o melhor custo-
beneficio no controle e prevencao da PES (Maes et al., 2008).

Sendo assim, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito
adjuvante de leptospiras inativadas por calor (bacterina), co-administrada com um
antigeno recombinante de M. hyopneumoniae.

2 MATERIAL E METODOS

A bactéria usada nesse estudo foi a Leptospira interrogans, sorogrupo
Canicola, cepa Kito (Silva et al., 2008). As bactérias foram cultivadas a 28 °C em
estufa bacteriolégica (BOD) em meio EMJH enriquecido com suplemento
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comercial (Difco®). Para o preparo da bacterina, as bactérias de um cultivo de
sete dias foram contadas em camara de Petroff-Hausser e a sua concentragcéo
ajustada para 10 células em 200 pL.

A proteina recombinante de M. hyopneumoniae usada neste estudo foi
previamente descrita como imunogénica (dados ndo publicados) e foi obtida
conforme Simionatto e colaboradores (2009), possuindo aproximadamente 42
KDa, sendo denominada de P42. Cada preparacdo foi composta de 50 ug da
proteina rP42 purificada, adicionado de bacterina (G3), adjuvante incompleto de
Freund (G2) ou hidroxido de aluminio 15% (G1), com um volume final de 250
puL/dose. Grupos de seis camundongos BALB/c receberam duas doses, uma no
dia 0 e outra no dia 14, apds o inicio do experimento.

Os animais foram submetidos a coleta de sangue através da puncdo do
plexo peri-orbital semanalmente, a partir do dia zero até o dia 56 (exceto no dia
7). As aliquotas de sangue foram armazenadas a 4 °C por uma hora e
posteriormente centrifugadas por 5 minutos a 3000 rpm para separacéo do soro, 0
qual foi armazenado em microtubos a -20 °C até o uso.

Para a execucdo do ELISA, placas de 96 cavidades foram sensibilizadas
com 10 ng de rP42, durante a noite & 4 °C. No dia seguinte, as placas foram
lavadas com PBS-T e blogueadas com solucdo a 1% de leite em po desnatado e
incubadas em estufa 37 °C por uma hora. A seguir 100 pL de cada soro em uma
diluicho de 1:800 (previamente determinada) foram aplicados em duplicata,
seguido de nova incubacdo. A seguir, 100 pL de anticorpos anti-camundongo
conjugados a peroxidase (Sigma®), foi usado conforme as indicacbes do
fabricante. Apés nova etapa de incubagdo e lavagem, adicionou-se 100 pL de
solucéo reveladora. As placas foram entdo incubadas em temperatura ambiente
por 15 minutos ao abrigo da luz e a leitura realizada em espectrofotometro para
microplacas Thermo Plate a 450 nm.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados do ELISA estdo expressos na Figura 1. As barras de erro
representam duas vezes o desvio padrédo para cada ponto, valores dentro deste
intervalo foram considerados sem diferenca estatistica. Os valores obtidos entre
0s trés grupos vacinais nao diferiram estatisticamente. Entretanto, os valores para
0 grupo 2 (rP42+Freund) foram os mais elevados, quando comparados com 0s
outros grupos.

Os estudos com novos adjuvantes e novas alternativas visando aumentar a
resposta de vacinas vém crescendo (Guy, 2007). O uso de componentes
bacterianos parece ser promissor, visto que estimulam fatores da imunidade inata
gue modulam a imunidade adquirida (Leclerc, 2003). Dentre esses componentes,
enfatiza-se o LPS, pois tem potencial para ligar-se aos receptores do tipo toll-like
(TLR). Nesse sentido, o LPS de leptospiras parece ser particularmente promissor,
visto que se liga a diferentes tipos de TLR (Nahori et al., 2005). Além disso, o LPS
de leptospiras apresenta uma importante vantagem por possuir uma toxicidade
até treze vezes menor que o LPS de bactérias gram-negativas (Ko et al., 2009).
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* Barras de erros representam duas vezes o desvio padrdo

Figura 1. Imunogenicidade com os soros dos animais vacinados com as trés diferentes
preparacdes com a proteina rP42.

Embora a bacterina de leptospiras utilizada no experimento como
adjuvante tenha estimulado uma resposta humoral semelhante aquela obtida com
o hidréxido de aluminio, esse estudo nao avaliou a resposta celular, ensaio esse
que sera conduzido posteriormente; pois autores como Fischer e colaboradores
(2006) tem demonstrado que o estimulo de adjuvantes ndo atua com a mesma
intensidade nas respostas imunes celular e humoral. Além disso, combinacdes de
componentes novos aos adjuvantes tradicionais tem tido sucesso (Fischer et al.,
2007), fundamentando, assim, a combinacdo de bacterina com hidréxido de
aluminio ou com adjuvante oleoso.

4 CONCLUSOES

Neste trabalho, o uso de uma bacterina de Leptospira interrogans, utilizada
como adjuvante de uma proteina recombinante de M. hyopneumoniae,
apresentou imunogenicidade semelhante aquela obtida com hidroxido de aluminio
nos camundongos vacinados. Esta combinacdo de antigeno de M.
hyopneumonieae com bacterina de Leptospira tem o potencial de proteger
simultaneamente contra duas importantes doencas que afetam suinos,
leptospirose e pneumonia micoplasmica suina.
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