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CERTIFICADO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

AVA

AV#“”' UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA nesp

u nes “JULIO DE MESQUITA FILHO” ?
Campus de Jaboticabal

Goticabal

CEUA — COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Avaliagao da imunogenicidade de vacina
contra Mycoplasma hyopneumoniae utilizando a silica nanoestruturada SBA-
15 como adjuvante”, protocolo n°: 003841/23, sob a responsabilidade do Prof. Dr.
LUIS GUILHERME DE OLIVEIRA, que envolve a produgdo, manuteng@o e/ou
utilizagéo de animais pertencentes ao Filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o
homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os
preceitos da lei n® 11.794, de 08 de outubro de 2008, no decreto 6.899, de 15 de
julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacéo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO
USO DE ANIMAIS (CEUA), da FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E

VETERINARIAS, UNESP - CAMPUS DE JABOTICABAL-SP.

Vigéncia do Projeto 01/06/2023 a 01/06/2024

Espécie / Linhagem Sus scrofa domesticus/ Linhagem comercial (Landrace x Large White)
N° de animais 36

Peso / Idade 5 -6 kg — 21 dias até 40 kg (75 dias)

Sexo Machos e fémeas

Origem Granja comercial

Jaboticabal, 16 de maio de 2023.

LM e
ra. Paola Castro Moraes
fa em exercicio — CEUA FCAV

Profa. |
Vice-coordena

Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
Via de Acesso Prof. Paulo Donato Castellane, s/n CEP 14884-900 - Jaboticabal - SP - Brasil
Tel. 16 3209-7100 - www.fcav.unesp.br



AVALIACAO DA IMUNOGENICIDADE DE VACINA CONTRA Mycoplasma
hyopneumoniae UTILIZANDO A SiLICA NANOESTRUTURADA SBA-15 COMO
ADJUVANTE

RESUMO

Mycoplasma hyopneumoniae € o agente etioldgico da Pneumonia Enzodtica
Suina (PES) que provoca alteragdes no epitélio respiratério e nas estruturas
ciliares das vias aéreas causando grandes prejuizos econdmicos devido a sua
alta prevaléncia e perda continua de desempenho dos animais. Vacinas
comerciais, embora efetivas na redugcao dos sinais clinicos dos animais, nao
impedem a infeccdo pela bactéria, mostrando a necessidade de novas
tecnologias para o desenvolvimento de imunizantes. Assim, o objetivo do presente
estudo foi avaliar a imunogenicidade de uma nova vacina inativada contra M.
hyopneumoniae, desenvolvida com a silica mesoporada SBA-15 como adjuvante.
Para isso, foram avaliados 36 leitdes desmamados (20 dias de idade) que foram
alocados em trés grupos experimentais, sendo: G1 (n=12): leitdes imunizados
com vacina comercial de dose uUnica aos 24 dias de idade; G2 (n=12): leitdbes
imunizados com a vacina preparada (SBA-15) aos 24 dias de idade; e G3 (n=12):
leitdes que receberam apenas a silica SBA-15 sem incorporagao do antigeno,
todos pela via intramuscular. Imediatamente antes da imunizagao (DO), 24 horas
ap6s a imunizagdo (D1), 21 dias apds a imunizagdo e antes do desafio
experimental com 108 CCU/mL de M. hyopneumoniae (D21) e 14 dias apds o
desafio (D35) foram realizadas a aferigdo da temperatura retal e a pesagem dos
animais. Nesses mesmos momentos foram colhidas amostras de sangue venoso
para a analise da concentragdo de imunoglobulinas (IgG e IgA) e proteinas de
fase aguda (PFAs), pela técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida contendo
dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE). A avaliacdo das alteragdes respiratorias,
por meio do escore de tosse dos animais (em repouso € em exercicio), foi
realizada apds a infeccdo experimental. Os leitdes imunizados com vacina
intramuscular contra M. hyopneumoniae preparada com a silica SBA-15
apresentaram boa resposta imune humoral (IgA) e de PFAs (ceruloplasmina, a1-
antitripsina, haptoglobina e a1-glicoproteina &cida), e menores escores de

alteracdes respiratorias apds o desafio experimental, em comparacido com a



vacina comercial, e nao apresentaram reagdes adversas locais ou sistémicas

apos a administragdo do imunizante.

Palavras-chave: Sus scrofa domesticus, pneumonia enzodtica suina, proteinas

de fase aguda, imunoglobulinas.



EVALUATION OF THE IMMUNOGENICITY OF A VACCINE AGAINST
Mycoplasma hyopneumoniae USING NANOSTRUCTURED SILICA SBA-15 AS
AN ADJUVANT

ABSTRACT

Mycoplasma hyopneumoniae is the etiological agent of Porcine Enzootic
Pneumonia (PEP) causing changes in the respiratory epithelium and ciliary
structures of the airways, leading to great economic losses due to its high
prevalence and continuous loss of animal performance. Commercial vaccines,
although effective in reducing clinical signs in animals, do not prevent the infection
by the bacteria, showing the need for new technologies for the development of
immunizing agents. Thus, the objective of the present study was to evaluate the
immunogenicity of a new inactivated vaccine against M. hyopneumoniae,
developed with mesoporated silica SBA-15 as an adjuvant. For this purpose, 36
weaned piglets (20 days of age) were evaluated and allocated into three
experimental groups, as follows: G1 (n=12): piglets immunized with a single dose
of a commercial vaccine at 24 days of age; G2 (n=12): piglets immunized with the
prepared vaccine (SBA-15) at 24 days of age; and G3 (n=12): piglets that received
only SBA-15 silica without antigen incorporation, all by the intramuscular route.
Immediately before immunization (D0O), 24 hours after immunization (D1), 21 days
after immunization and before the experimental challenge with 106 CCU/mL of M.
hyopneumoniae (D21) and 14 days after the challenge (D35), rectal temperature
was measured and the animals were weighed. At the same time points, venous
blood samples were collected for analysis of the concentration of immunoglobulins
(lgG and IgA) and acute phase proteins (APPs) by sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). The evaluation of respiratory
changes, using the animals' cough score (at rest and during exercise), was
performed after the experimental infection. Piglets immunized with the
intramuscular vaccine against M. hyopneumoniae prepared with SBA-15 silica
showed good humoral (IgA) and PFA (ceruloplasmin, a1-antitrypsin, haptoglobin
and a1-acid glycoprotein) immune response, and lower respiratory disease scores

after the experimental challenge, when compared with the commercial vaccine,



Vi

and did not present local or systemic adverse reactions after the administration of

the immunizing agent.

Keywords: Sus scrofa domesticus, porcine enzootic pneumonia, acute phase

proteins, immunoglobulins.



1. Introdugao

A producdo de suinos se destaca como uma das principais fontes de
proteina animal, devido a eficiente conversao alimentar e crescimento rapido dos
animais, chegando a 5.156 milhdes de toneladas de carne suina produzida em
2023 apenas no Brasil (Dematté Filho, Pereira e Pereira, 2019; ABPA, 2024).

A partir da década de 1960, em raz&o das grandes mudangas na produgao
de suinos relacionadas a criagcéo intensiva em granjas, maior taxa de lotacdo e
adocao de programas de melhoramento genético, alguns problemas sanitarios
acabaram se instalando nos plantéis (Alarcon, Allepuz e Mateu, 2021). Dentre
eles, as enfermidades respiratérias representam um dos principais desafios da
suinocultura mundial devido a sua etiologia complexa e interagcdo entre agentes
(bacterianos e/ou virais), hospedeiro e ambiente (Thakor et al., 2023).

Dentre os principais patdogenos causadores das enfermidades respiratorias
dos suinos, se destaca o género Mycoplasma, em especial Mycoplasma
hyopneumoniae (M. hyopneumoniae), que € o agente etiolégico da Pneumonia
Enzodtica Suina (PES), uma doenga respiratéria de carater crénico, sendo um
dos agentes primarios do Complexo de Doencas Respiratérias dos Suinos
(CDRS) (Pieters e Maes, 2019).

Apos adentrar no organismo do hospedeiro, a bactéria se adere ao epitélio
respiratorio da traqueia, brénquios e bronquiolos, causando a destruicdo dos
cilios, por meio da liberagdo de peréxido de hidrogénio (H202) e por meio da
interacdo com proteinas de membrana, comprometendo o aparato mucociliar.
Juntamente com a destruicdo ciliar, M. hyopneumoniae também causa uma
reacao inflamatoria exacerbada, liberando diversas interleucinas (IL) como IL-1q,
IL-18, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, interferon-y (INF-y) e fator de necrose
tumoral-a (TNF-a), que, associados a hiperplasia linfoide, ocasiona lesées
pulmonares caracteristica da doenga nos animais (Maes et al., 2017; Almeida, et
al., 2020).

Nas granjas produtoras, a vacinagdo dos suinos € uma das formas de
controle da doenga, amenizando os sinais clinicos dos animais infectados (Pieters
e Maes, 2019). Entretanto, por mais que as vacinas ajudem nesse quesito, elas
nao impedem a infecgao e posterior colonizacdo do epitélio respiratério dos

suinos, o que faz com que a taxa de animais infectados ainda se mantenha alta



(Haesebrouck et al., 2004; Takeuti et al., 2017). Como forma de melhorar a
eficacia das vacinas, novas pesquisas em relacdo a adjuvantes sao cada vez
mais estimuladas, visto que esses componentes podem potencializar a agao das
mesmas. Nesse sentido, a silica nanoestruturada SBA-15 (Santa Barbara
Amorphous-15) se demonstra promissora, principalmente por melhorar a
apresentacao antigénica, possuir poucos efeitos adversos e ter baixa toxicidade
(Rasmussen et al., 2019).

As proteinas de fase aguda s&o um grupo de proteinas cujas
concentragcbes plasmaticas aumentam (proteinas de fase aguda positivas) ou
diminuem (proteinas de fase aguda negativas) quando a homeostase do
organismo € afetada por processos inflamatérios, infecciosos ou traumaticos. Tal
caracteristica justifica a anadlise dessas proteinas como biomarcadores, tanto na
medicina humana quanto na medicina veterinaria, para o monitoramento de
doencas e deteccdo de quadros que ainda se encontram na forma subclinica
(Petersen, Nielsen e Heegard, 2004).

Tais informagdes demonstram a importancia de novos estudos em busca de
vacinas e de componentes que as tornem mais eficazes no controle de doencas,
como a utilizagao da silica nanoestruturada SBA-15 como adjuvante, e também
de novos métodos, como a mensuragdo de PFAs, que permitam o

acompanhamento da evolugao da doenca e o sucesso do tratamento utilizado.

2. Objetivos
2.1. Objetivos gerais

O objetivo deste trabalho foi avaliar a imunogenicidade e o perfil das
proteinas de fase aguda (PFAs) de suinos imunizados com uma vacina inativada
produzida com a silica mesoporada SBA-15 frente ao desafio experimental com

M. hyopneumoniae.

2.2. Objetivos especificos
o Avaliar a resposta imune e a resposta de fase aguda em leitbes que
receberam imunizagdo com a vacina comercial intramuscular frente ao

desafio com M. hyopneumoniae;



o Avaliar a resposta imune e a resposta de fase aguda em leitdes que
receberam imunizagdo com a vacina intramuscular desenvolvida por nosso
grupo de pesquisa (vacina produzida com silica mesoporada SBA-15)
frente ao desafio com M. hyopneumoniae;

o Avaliar a resposta imune e resposta de fase aguda em leitdes vacinados
que receberam imunizagcdo com uma vacina contendo apenas SBA-15,
sem incorporagao de antigeno, frente ao desafio com M. hyopneumoniae;

o Comparar os resultados obtidos com os diferentes protocolos

administrados aos animais.

3. Revisao de literatura
3.1. Mycoplasma hyopneumoniae

O género Mycoplasma apresenta caracteristicas distintas quando
comparadas a outros grupos de procariotos por n&o possuir parede celular, conter
colesterol na membrana plasmatica e apresentar um genoma pequeno. As
bactérias desse género geralmente apresentam formas arredondadas que variam
de 0,3 a 0,8 ym e com conteudo celular equivalente a 5% do conteudo de um
bacilo comum, formando colénias igualmente pequenas de até 1 mm de didmetro,
semelhantes a “ovos fritos”. Além disso, devido ao seu tamanho reduzido,
apresentam um pequeno numero de organelas, estando apenas presentes
aquelas que sao indispensaveis para seu crescimento e multiplicagdo (membrana
citoplasmatica, DNA circular em dupla fita, moléculas de RNA, ribossomos e
granulos citoplasmaticos) (Poveda et al., 2002; Razin, 2006).

M. hyopneumoniae € conhecido por ser uma das menores bactérias, tanto
em tamanho (0,2 a 0,4 um) quanto em relagdo a composicao genética (580-1380
mil pares de bases - mpb), sendo anaerdbias facultativas, Gram-negativas,
imoveis e fastidiosas (Laber et al., 2002; Pieters e Maes, 2019; Maes et al., 2021).
A auséncia da parede celular, unido ao fato da bactéria se localizar no meio
intracelular, faz com que M. hyopneumoniae seja resistente ao uso terapéutico de
antimicrobianos. No meio externo, a bactéria € capaz de sobreviver por quatro
dias, a temperatura ambiente, e até oito dias em locais com presenca de poeira e

baixas temperaturas, em torno de 4°C (Takeuti e Santos, 2022).



Este microrganismo é o agente etioldgico da Pneumonia Enzodtica Suina
(PES), uma doenca do trato respiratério, com alta taxa de morbidade e baixa taxa
de mortalidade nas granjas produtoras, sendo também uma das principais
bactérias do Complexo das Doengas Respiratorias dos Suinos (CDRS) (Storino et
al., 2023).

A transmissdo da PES nas granjas produtoras ocorre de forma direta,
principalmente pelo contato naso-nasal de animais infectados com animais
suscetiveis e livres da doencga, e também por meio da interacdo de matrizes com
suas leitegadas durante a lactagado, mais frequentemente em fémeas primiparas e
nas interagdes nos primeiros dias de vida. Além disso, estudos recentes mostram
que a transmissdo indireta via aerossol pode ter um papel importante na
dispersdo do patdégeno, podendo acometer plantéis que se encontram a 3,2 Km
de distancia de locais positivos para M. hyopneumoniae (Morris et al., 1995;
Maes, Sibila e Pieters, 2020; Betlach et al., 2021). Ademais, tanto nos casos de
infecgdes naturais quanto em condicbes experimentais, a excrecdo de M.
hyopneumoniae pode ocorrer por mais de 200 dias, mostrando que a infecgéo
pode continuar se disseminando nos plantéis por longos periodos (Takeuti et al.,
2017; Brandalise et al., 2023).

Apos adentrar o trato respiratério dos animais, a bactéria se liga aos cilios
do epitélio respiratdrio, estrutura responsavel por auxiliar o organismo do animal a
excretar particulas estranhas presentes no trato respiratério, promovendo
ciliostase e destruicdo dessas estruturas (Thacker, 2006). Diferentemente de
outros grupos de bactérias patogénicas, o género Mycoplasma nao libera toxinas
nos tecidos. Muitas espécies, incluindo M. hyopneumoniae, utilizam o glicerol
presente no organismo do hospedeiro como fonte de carbono para metabolizarem
e liberarem perdxido de hidrogénio (H202), sendo este o composto responsavel
por causar as lesdes caracteristicas da doenga (Maes et al., 2017).

Devido a destruicdo dos cilios do trato respiratério, os animais se tornam
mais suscetiveis a infec¢gdes secundarias por outros agentes patogénicos, como
bactérias e virus. Dentre eles, pode-se destacar as bactérias Actinobacillus
pleuropneumoniae (APP), Pasteurella multocida (P. multocida), Streptococcus
suis, Haemophilus parasuis e Bordetella bronchiseptica, e os virus como o da

Sindrome Respiratéria e Reprodutiva dos Suinos (PRRS), circovirus suino tipo 1



e 2 (PCV1 e PCV2) e o virus da influenza suina (VIS). Ademais, a interagéo
desses agentes bacterianos e/ou virais com M. hyopneumoniae causa prejuizos
econdmicos ainda mais acentuados nas granjas produtoras (Cheong et al., 2017;
Rech et al., 2017; Thakor et al., 2023).

O aumento das taxas de infeccdo por M. hyopneumoniae nos plantéis é
uma grande preocupagdo para a suinocultura, uma vez que 0s animais
apresentam perda continua de desempenho. Estudos indicam uma perda de
aproximadamente 1,8 g de peso para cada 1% de area pulmonar afetada pelo
patdgeno, ocorréncia de infecgdes concomitantes com outros patégenos e obitos,
levando a grandes perdas econ6micas, além dos gastos com a aquisicao de
insumos, como medicamentos e vacinas para o controle da enfermidade (Thacker
e Minion, 2010; Ferraz et al., 2020; Clavijo et al., 2021).

3.2. Vacinas e adjuvantes

Dentre as principais medidas para o controle de M. hyopneumoniae nas
granjas suinicolas estd a administragdo de vacinas. No Brasil, sé&o
comercializadas apenas vacinas contra M. hyopneumoniae produzidas com a
bactéria inativada, enquanto em paises como China e México, ja ha a
regulamentacédo e comercializagdo de vacinas atenuadas. Para a produgao
dessas vacinas, frequentemente sao utilizadas células bacterianas pertencentes a
cepa J de M. hyopneumoniae devido a maior facilidade de cultivo dessa cepa em
ambiente laboratorial quando comparada com outras cepas do patdégeno. Além
disso, as vacinas podem ser produzidas apenas contra um agente (vacinas
univalentes), dois patdégenos (vacinas bivalentes) ou contra diversos agentes
patogénicos (vacinas polivalentes) (Maes, Sibila e Pieters, 2020).

Para a producido das vacinas atenuadas utiliza-se 0 microrganismo vivo,
que recebe um tratamento no meio de cultivo para que ele perca a capacidade de
provocar a doenca. A maior vantagem conferida por esse tipo de vacina é a
estimulacdo de toda resposta imunoldgica inata e adaptativa, induzindo uma
resposta imune mais completa. Em contrapartida, as vacinas inativadas sao
produzidas a partir do microrganismo morto, obtido apés um tratamento térmico,
e, apesar da imunidade conferida por esse tipo de vacina ser inferior a das

vacinas atenuadas (Haesebrouck et al., 2004; Tao et al., 2019), a maior vantagem
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esta na sua seguranga devido a auséncia de ocorréncia de reversao vacinal
(Abbas, Lichtman e Pillai, 2015).

Como um meio de potencializar os efeitos e a duracédo da resposta imune
no organismo, muitos laboratorios adicionam adjuvantes em suas formulagbes
vacinais (Wilson-Welder et al., 2009; Pulendran, Arunachalam e O’Hagan, 2021).
Entretanto, antes da selecdo de um potencial adjuvante para a composi¢ao de
vacinas, € importante que sejam considerados aspectos de sua estrutura e agéao,
assim como nivel de toxicidade, interagdo com o antigeno, qualidade e possiveis
efeitos colaterais (Mota, Lima e Melo, 2006).

O adjuvante comumente utilizado nas vacinas nacionais contra M.
hyopneumoniae, e também nas vacinas contra PCV-2 e contra o virus da
influenza suina do tipo A, € o hidréoxido de aluminio (Chia et al., 2015;
Charerntantanakul, 2020).

Devido aos resultados promissores do uso em vacinas humanas, a
utilizacédo da silica como adjuvante em vacinas de uso veterinario vem ganhando
atencao por seus beneficios. Dentre esses adjuvantes, a silica nanoestruturada
SBA-15 se destaca por ser um bom veiculo de apresentacdo de antigeno para o
sistema imune, criando assim uma boa resposta inflamatéria, além de nao
apresentar efeitos adversos, como toxicidade (Oliveira et al., 2022), podendo ser
administrada por diferentes vias, como a intraperitoneal e oral (Virginio et al.,
2017; Storino et al., 2023), além de reduzir as areas de consolidagdo pulmonar
em animais vacinados e infectados com M. hyopneumoniae (Mechler-Dreibi et al.,
2021).

3.3. Proteinas de fase aguda

Quando o organismo se encontra em uma posigao em que sua homeostase
€ comprometida, multiplas respostas imunes sao estimuladas, a fim de auxiliar o
organismo a voltar ao seu estado original e saudavel. Esta primeira reagao é
chamada de resposta de fase aguda (RFA) que pode ser local ou sistémica,
buscando eliminar a causa do problema (Gruys et al., 2005). Essa resposta
geralmente é muito rapida e possui um carater inespecifico, agindo sobre
diferentes microrganismos possivelmente patogénicos. As agdes desta resposta

sdo carreadas por proteinas especificas presentes no sangue, as proteinas de
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fase aguda (PFAs), que tém suas concentragbes aumentadas ou reduzidas em
decorréncia de uma infecgcdo mesmo antes do animal apresentar os sinais clinicos
indicadores de doencga (Contin et al., 2015).

As PFAs s&o produzidas inicialmente nos hepatécitos e as suas
concentragcdes se estabilizam depois de alguns dias ou semanas, contudo, as
concentracbes das PFAs podem permanecer alteradas caso o individuo
apresente uma infeccao persistente. A producao das PFAs também ¢é estimulada
pela presenca de citocinas, como interleucinas (IL), fatores de necrose tumoral
(TNF) e interferons (IFN) (Khalil e Al-Humadi, 2019). Ademais, a magnitude da
infeccdo é outro fator importante quando se analisa a concentragao destas
proteinas. Uma infecgao forte leva a uma resposta imunolégica igualmente forte, o
que indica uma maior alteragdo nas concentragcdes das PFAs (Reagan et al.,
2020), onde as proteinas cujas concentracbes apresentam um aumento sao
chamadas de proteinas de fase aguda positivas, como ceruloplasmina, a1-
antitripsina, haptoglobina, a1-glicoproteina acida, proteina C-reativa, amiloide A
sérica, fibrinogénio e componentes do complemento, enquanto que as proteinas
que tém suas concentragdes reduzidas sao chamadas de proteinas de fase
aguda negativas e incluem albumina e transferrina (Kaneko, Harvey e Bruss,
2008; Eckersall e Bell, 2010; Alves et al., 2020).

Muito utilizado na medicina humana, o monitoramento das PFAs vem
ganhando espago na medicina veterinaria; por meio delas, é possivel identificar
individuos saudaveis, acompanhar a evolugdo do quadro clinico e respostas aos
tratamentos (Parra et al., 2006). Por meio do monitoramento continuo das PFAs
também é possivel a deteccdo de infecgdes que se encontram na forma
subclinica, visto que algumas proteinas ja podem apresentar alteragdes horas
apos a infecgao se instalar. Da mesma forma, por servirem como biomarcadores,
a analise das PFAs também pode auxiliar na escolha de protocolos vacinais mais
eficazes para que sejam implantados em granjas comerciais, visto que é possivel
avaliar a magnitude da resposta de fase aguda carreada pelas diferentes vacinas
testadas, tornando possivel a escolha de um protocolo que traga mais beneficios
a saude dos animais (Alves et al., 2020; Powanda e Moyer, 2021).

Fatores relacionados ao estado fisiolégico do animal (idade, gestacéo,

lactacéo) e fatores externos (alimentagao, alojamento, transporte) também podem
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influenciar a intensidade da resposta das PFAs (Gomez-Laguna et al., 2011,
Heegaard et al., 2011; Miller e Gianazza, 2023).

Estudos sobre a resposta das PFAs tanto em suinos infectados apenas por
M. hyopneumoniae quanto em suinos com infecgbes secundarias concomitantes
(CDRS) mostraram o aumento das concentragdes séricas das PFAs e maiores
teores séricos dessas proteinas quanto maiores as areas de consolidagao
pulmonar nos animais infectados. Adicionalmente, quando avaliada a relacéo
entre a vacinagao dos suinos e o nivel protegado contra os agentes, houve uma
correlagao positiva entre as concentragdes séricas das PFAs e os titulos séricos
de anticorpos vacinais (Perez, 2019; Saco e Bassols, 2023). Isso mostra a
importancia do estudo da resposta das PFAs e como elas podem ser utilizadas
para monitorar a saude dos animais e avaliar a eficacia das vacinas produzidas

contra os diferentes patdgenos.

4. Material e Métodos
4.1. Preparo da vacina inativada injetavel especifica para M. hyopneumoniae
4.1.1 Cultivo da bactéria e preparo do composto vacinal

A vacina foi preparada utilizando um inéculo de M. hyopneumoniae (cepa
232) na concentragdo de 108 CCU/mL, adquirido em parceria com a lowa State
University — Ames, IA, USA. Uma aliquota do indculo foi transferida para trés
frascos estéreis contendo 5 mL de meio de cultivo Friis e mantidos em estufa
agitadora a 37°C para que ocorresse o crescimento e multiplicagao das bactérias
visando obter um volume final de 15 mL. A partir dos 15 mL de cultura foram
preparados quatro frascos contendo 200 mL de meio Friis cada, aos quais foram
adicionados 2 mL da cultura inicial apds primeira passagem e mantidos sob as
mesmas condi¢des de incubacgdo, sendo avaliada diariamente a mudanga na
coloragao do meio de cultivo. Uma amostra do inéculo foi submetida ao cultivo
microbiolégico em meios agar-sangue e MacConkey (Sigma Aldrich, St Louis,
MO, USA) para verificar a auséncia de contaminagdo. A concentragdao de M.
hyopneumoniae foi determinada a partir de diluigdes decimais seriadas das
amostras em meio Friis, de 10! a 108, que indica a concentragdo por meio da

mudanca de coloracao da maior diluicao.
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O conteudo do frasco de cultura foi centrifugado em ultracentrifuga a
13.700 x g por 45 minutos em tubos apropriados, previamente autoclavados. As
células bacterianas depositadas no fundo dos tubos (pellets) foram
ressuspendidas em 15 mL de PBS 1X para lavagem. Os tubos entdo foram
centrifugados novamente a 21.000 x g, e este procedimento foi repetido duas
vezes até a obtencado de um pellet limpo. Cada pellet foi finalmente ressuspenso
em 10 mL de 1X PBS e armazenado em tubos Falcon® estéreis. Posteriormente,
este conteudo foi sonicado trés vezes consecutivas em sonicador (SONI-Tech
Ultrasonic Cleaning, Scientek, Orlando, FL, USA) na frequéncia de 20 Hz durante
um minuto, com intervalos de um minuto entre os processos. Uma aliquota do
conteudo dos frascos foi retirada para confirmar a presenga de M.
hyopneumoniae por qPCR, utilizando oligonucleotideos iniciadores e sondas
especificas para a bactéria, a fim de se obter resultado positivo. Para determinar a
concentragdo de proteina no lisado celular, foi utilizado o método de Bradford
(ThermoFisher®, Wilming, USA) seguido da medigdo em Spectrophotometer
NanoDropTM One (ThermoFisher®, Wilming, USA), a fim de se obter a
quantidade e concentracdo adequada para a utilizagao de 500 ug de extrato
proteico de M. hyopneumoniae na dose da vacina produzida para cada leitao
(Processo FAPESP n° 19/19710-4).

4.1.2 Producao e caracterizagao da vacina especifica

A producado da vacina foi realizada em parceria com o Departamento de
Fisica Aplicada, do Instituto de Fisica, da Universidade de Sao Paulo (USP-SP),
Instituto Butantan e Laboratério de Materiais Hibridos (Unifesp-Diadema), que tém
desenvolvido pesquisas com vacinas para humanos utilizando como adjuvante a
silica nanoestruturada SBA-15 (Processo FAPESP n° 17/17844-8), o qual também
mostrou resultados promissores em suinos, especificamente contra a Pneumonia
Enzodtica dos Suinos (PES) em estudos conduzidos pelo nosso grupo de
pesquisa (Processo FAPESP n°18/12742-5; 20/04707-5; 20/05198-7; 20/08028-
5).

O extrato proteico sonicado de M. hyopneumoniae foi incorporado
lentamente a silica SBA-15, seguindo protocolo padronizado por nosso grupo de

pesquisa em trabalhos anteriores envolvendo a producdo de vacinas que
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utilizaram esta nanotecnologia (Processo FAPESP n°18/12742-5; 20/05198-7).
Brevemente, a proporgao utilizada antigeno:SBA-15 foi de 1:35 (para cada 1 mg
de extrato proteico de M. hyopneumoniae, foram utilizados 35 mg de SBA-15).
Inicialmente, a silica SBA-15 foi pesada em uma balanga de preciséo, seguida de
maceragao por bastdo de vidro. A silica macerada foi entdo submetida ao
processo de ativagdo que consistiu na eliminagdo da agua presente na silica
submetendo-a a aquecimento em estufa a 180°C por 2 horas. Apos isto, a silica
macerada e aquecida foi colocada diretamente no dessecador e mantida sob
pressao por 1 hora. Ainda, foi adicionada a solugao contendo o antigeno de M.
hyopneumoniae e mantida em estufa a 35°C por 5 dias para que ocorresse a
incorporagao das proteinas aos nanoporos da silica e a secagem do complexo
formado (SBA-15+antigeno). Apds este periodo em estufa, o produto foi
novamente macerado por bastao de vidro. Por fim, a vacina injetavel foi formulada
em processo semelhante ao descrito por Carvalho et al. (2010), que realizou em
seu estudo a incorporacdo de albumina sérica bovina a silica SBA-15 com o
antigeno aderido aos mesoporos e mantida durante 24 horas a temperatura entre
2-8°C para homogeneizagao completa, até o momento da aplicagdo nos animais.
De forma sucinta, a vacina foi preparada a partir da extracdo proteica de um
cultivo de M. hyopneumoniae (cepa 232) e incorporada aos poros da silica SBA-
15 (1:35 mg), e adicionada a uma solugdo de PBS (pH 7,4) para aplicagéo
intramuscular, resultando em uma dose de 0,5 mg de antigeno em um volume de
aproximadamente 2 mL de vacina por leitdo (Figura 1). Ainda, a preparacgao
esteve sujeita a pequenos ajustes para promover melhor performance dos

resultados.
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Figura 1. Vacina preparada com antigeno de Mycoplasma hyopneumoniae
incorporado a silica SBA-15 (A); Injetavel preparado apenas com silica SBA-15,

sem incorporacéo de antigeno (B).

A avaliacdo do conjunto silica-proteinas de M. hyopneumoniae,
incorporagdo dos antigenos e analise da vacina produzida foi realizada no
Laboratdrio de Cristalografia do Departamento de Fisica Aplicada da Universidade
de Sao Paulo (USP), sob supervisdo da Profa. Dra. Marcia C. A. Fantini e do
Laboratério de Materiais Hibridos da Universidade Federal de S&o Paulo
(Unifesp), sob a supervisao da Profa. Dra. Tereza da Silva Martins. Previamente a
incorporacdo das proteinas a silica, uma fracdo do conteudo proteico foi
submetida a caracterizacdo do ponto de vista morfolégico e biofisico pelas
seguintes analises: espalhamento de raios-X a baixo angulo (Small Angle X-ray
Scaterring, SAXS), analise térmica (Thermogravimetry, TG) e calorimetria
exploratéria diferencial (Differential Scanning Calorimetry, DSC) e microscopia
eletronica de varredura (SEM). Apds a producéo do complexo (SBA-15+antigeno),
uma fracdo do composto foi submetida a analise de isoterma de absorcédo de
nitrogénio (Nitrogen Adsorption Isotherm, NAI) para avaliar a inclusdo dos
antigenos a particula nanoestruturada. A dimensao dos antigenos obtidos a partir
da lise das bactérias foi avaliada pelo SAXS e por espalhamento dinamico de luz
(Dynamic Light Scattering, DLS).

Considerando que a silica SBA-15 utilizada tem como caracteristica a
presencga de poros de tamanhos variados, o encapsulamento dos antigenos pode
ocorrer nos mesoporos (~10 nm) ou nos macroporos com tamanho superior a 50

nm. A liberagdo do antigeno pode ser avaliada por SAXS em meio acido e basico
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para obter maiores informagbes que predizeram seu comportamento no

organismo dos individuos hospedeiros demonstrando sua eficaia

4.1.3. Administragao da vacina inativada injetavel e inoculagao dos suinos

A formulacéo preparada para protocolo parenteral foi administrada por via
intramuscular, com volume total de 2 mL/animal, na regido por detras da orelha
proximo ao pescogo (Figura 2). A imunizagdo dos animais foi conferida pela
aplicacdo de uma dose, de acordo com o protocolo definido por grupo
experimental do estudo, aos 24 dias de idade (DO0). Aos 45 dias de vida (D21), os

animais foram inoculados com 108 CCU/mL de M. hyopneumoniae (cepa 232)

pela via endotraqueal com auxilio de sonda.

Figura 2. Vacina comercial M+PAC® (MSD Saudde Animal) (A); Vacina preparada

com antigeno + SBA-15 (B); Local de aplicagao da vacina (C).

4.2. Selegao dos animais e delineamento experimental

Trinta e seis leitbes desmamados (20 dias de idade), machos e fémeas,
com peso médio variando de 5 a 7 Kg, foram adquiridos de uma granja conhecida
como livre de M. hyopneumoniae e que atendeu os parametros minimos de
biosseguridade (Ramirez e Karrier, 2012). Os animais recebidos foram alojados
em baias de creche nas dependéncias do Laboratério de Medicina de Suinos da
FCAV/UNESP (Figura 3).
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Figura 3. Animais alojados em baias de creche.

As instalacbes onde os animais foram alojados possuiam isolamento e
normas de biosseguridade para evitar alteragdes nos resultados da pesquisa. Os
animais receberam ragao de acordo com a fase de producdo, sem adicdo de
antibiéticos e/ou aditivos, e agua ad libitum. Os leitdes foram pesados aos 21 dias
de idade e foram distribuidos de forma homogénea dentro dos grupos
experimentais, resultando em grupos com médias de peso similares.

Os animais receberam identificagdes individuais por meio de brincos, e
foram distribuidos em trés grupos experimentais que atenderam os seguintes
protocolos:

o G1(n=12) leitdes imunizados com a vacina comercial de dose unica aos 24
dias de idade (DO0) pela via intramuscular;

o G2 (n=12) leitdes imunizados com a vacina preparada (silica SBA-15) de
dose unica aos 24 dias de idade (DO0) pela via intramuscular;

o G3 (n=12) leitdes que receberam a silica SBA-15 sem a incorporagao de
antigeno em solugédo de PBS (pH 7,4) aos 24 dias de idade (DO) pela via

intramuscular.

Imediatamente antes a imunizagédo (D0), todos os animais foram
submetidos a colheita de sangue venoso para a obtengédo do soro sanguineo para
a mensuragao das imunoglobulinas (IgA e IgG) e proteinas de fase aguda (PFAs),
visando a obtencdo dos valores basais de cada variavel.

A vacina comercial escolhida para o estudo foi a M+PAC® (MSD Saude

Animal). Todos os animais foram desafiados aos 45 dias de idade (D21) com 5 mL
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de meio de cultura contendo 106 CCU/mL de M. hyopneumoniae (cepa 232),
administrada com auxilio de uma sonda orotraqueal.

Novas colheitas de amostras de sangue venoso foram realizadas 24 horas
apos a imunizacgdo dos animais (D1), 21 dias apos a imunizagao (D21), e 14 dias

apo6s o desafio com M. hyopneumoniae (D35) (Figura 4).
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Figura 4. Delineamento experimental do projeto.

Todos os protocolos descritos neste projeto de pesquisa foram avaliados e
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da FCAV/UNESP,
Campus de Jaboticabal (protocolo n°003841/23).

4.3. Exame fisico

Imediatamente antes da imunizagcdo (DO), 24 horas apdés a imunizagao
(D1), 21 dias apds a imunizacdo e antes do desafio experimental com M.
hyopneumoniae (D21) e 14 dias ap6s o desafio (D35) foram realizadas a aferigéo
da temperatura retal e a pesagem dos animais (Feitosa, 2020). Entre D1 a D4 foi
realizada a inspecado do local da aplicagao das vacinas, em busca de reagdes

inflamatdrias e lesbes cutaneas. A avaliacdo das alteracbes respiratorias, por
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meio do escore de tosse dos animais (em repouso e em exercicio) foi realizada

apos a infecgao experimental, entre D22 a D35 (Halbur et al., 1996).

4.4. Colheita das amostras de sangue

A colheita das amostras de sangue foi realizada mediante a pungao da veia
jugular, apos antissepsia com alcool 70%, utilizando-se o sistema de colheita a
vacuo (BD Vacutainer, Franklin Lakes, NJ, USA). Foram colhidas amostras de 10
mL de sangue (Figura 5), em tubos sem anticoagulante, nos momentos descritos
anteriormente (DO, D1, D21 e D35).

Figura 5. Colheita de sangue por pungao da veia jugular com sistema a vacuo.

ApoOs a retragao do coagulo, as amostras de sangue foram centrifugadas a
1.500 x g durante 10 minutos, obtendo-se aliquotas de 1,5 mL de soro, que foram
armazenadas em tubos tipo Eppendorf, previamente identificados, e congeladas (-

20°C) até o momento da realizagdo das analises laboratoriais.

4.5. Andlises laboratoriais
4.5.1. Proteinograma sérico

O fracionamento proteico foi realizado pelo método de eletroforese em gel
de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE), segundo técnica
proposta por Laemmli (1970). Apés o fracionamento, o gel foi corado durante 10

minutos em solucdo de azul de coomassie 0,25% e, posteriormente, descorado
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em solugdo de acido acético 7% para retirar o excesso de corante, até que as
fracbes proteicas se apresentassem nitidas. As concentragdes dessas proteinas
foram determinadas em densitémetro computadorizado (Shimadzu CS-9301 PC,
Tokyo, Japan). Como referéncia, foi utilizada uma solugédo marcadora (Sigma, St
Louis, MO, USA) com diferentes pesos moleculares, além das proteinas
purificadas transferrina, haptoglobina, ceruloplasmina, a1-antitripsina e IgG suina
(Figura 6).
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Figura 6. Representacdo esquematica do fracionamento das proteinas séricas
pela técnica de SDS-PAGE.

A concentracao sérica de proteinas totais foi determinada pelo método do
biureto em espectrofotdbmetro semiautomatico (Labquest, Labtest Diagndstica,
Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil), utilizando-se conjunto de reagentes

comerciais (Labtest Diagndstica, Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil) (Figura 7).
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Figura 7. Representacdo esquematica da dosagem da concentragdo sérica de

proteinas totais pelo método do biureto em espectrofotometro semiautomatico.

4.6. Andlise estatistica

Apoés a verificagdo da normalidade das variaveis estudadas, pelo teste de
Shapiro-Wilk, foi realizada a analise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey
para a comparacao entre os grupos nos diferentes momentos (p<0,05), para as
variaveis que apresentaram distribuicdo normal, e o teste de Kruskal-Wallis
seguido pelo teste de Dunn (p<0,05), para as variaveis que nao apresentaram
distribuicdo normal. A correlagéo entre as variaveis do proteinograma sérico foi
realizada por meio da aplicacdo do coeficiente de correlagcdo de Pearson (r).
Considerou-se o escore fraco (0,01 <r < 0,39), moderado (0,40 <r < 0,69) e forte
(0,70 =r <1,00) para a classificagdo do nivel de correlagcédo entre as variaveis. O
nivel de significancia considerado foi de 5%. O software GraphPad Prism versdo
8.4.2 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) foi utilizado para analise dos

dados.

5. Resultados
5.1. Exame fisico

Os resultados do exame fisico dos leitdes (temperatura retal, peso,
alteragbes respiratorias e alteragbes no local de aplicagdo) sdo mostrados nas

Tabelas 1 a 4 e nas Figuras 8 a 10.
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Em relagdo a temperatura retal dos animais, foi possivel identificar
diferengas significativas entre os grupos em trés momentos (DO, D1 e D35),
sendo as maiores meédias observadas nos leitdes do G1 em D1 (39,52°C). Entre
DO e D1 houve aumento da temperatura retal nos trés grupos avaliados, seguido
de reducgado da temperatura entre D1 e D21 e novo aumento entre D21 e D35
(Tabela 1 e Figura 8).

Tabela 1. Média + desvio padrdo da temperatura retal (°C) de leitdes imunizados
com vacina comercial contra M. hyopneumoniae (G1), vacina preparada com
silica SBA-15 (G2), e leitdes que receberam a silica SBA-15 sem a incorporagao
do antigeno (G3), por via intramuscular, antes da imunizagéo (D0), 24 horas apos
a imunizagao (D1), 21 dias apds a vacinagao e antes da inoculagdo endotraqueal
com 108 CCU/mL de M. hyopneumoniae (D21), e 14 dias apds o desafio (D35).

Momentos

Grupos
DO D1 D21 D35

G1 38,31+ 0,414 3952 +0,45%° 38,16 + 0,432 38,78 + 0,29%¢
G2 38,27 + 0,447 38,98 + 0,398 38,06 + 0,42”%¢ 38,48 + 0,27A8Bbc
G3 38,83 +0,22B2 39,13 +0,307B2 38,17 + 0,38A° 38,38 £ 0,328Bp

Valores seguidos da mesma letra mailscula na coluna ou mindscula na linha nao diferem entre si

pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 8. Representacao grafica dos valores médios da temperatura retal (°C)
de leitdes imunizados com vacina comercial contra M. hyopneumoniae (G1),
vacina preparada com silica SBA-15 (G2), e leitdes que receberam a silica SBA-
15 sem a incorporacdo do antigeno (G3), por via intramuscular, antes da
imunizagao (D0), 24 horas apds a imunizacao (D1), 21 dias apds a vacinagao e
antes da inoculagédo endotraqueal com 10 CCU/mL de M. hyopneumoniae (D21),
e 14 dias apés o desafio (D35). *p<0,05.

Em relacdo ao peso dos leitdes, nao foram observadas diferencas
significativas entre os trés grupos ao longo do periodo experimental (p>0,05). O
G3 apresentou maior peso médio ao final do experimento (D35; 11,03 Kg) (Tabela
2 e Figura 9).
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Tabela 2. Média * desvio padrao do peso (Kg) de leitdes imunizados com vacina
comercial contra M. hyopneumoniae (G1), vacina preparada com silica SBA-15
(G2), e leitdes que receberam a silica SBA-15 sem a incorporagdo do antigeno
(G3), por via intramuscular, antes da imunizacdo (DO0), 24 horas apds a
imunizagao (D1), 21 dias apds a vacinagao e antes da inoculagado endotraqueal
com 108 CCU/mL de M. hyopneumoniae (D21), e 14 dias apds o desafio (D35).

Momentos
Grupos

DO D1 D21 D35

G1 6,14 £ 0,51A2 6,27 + 0,52A2 7,94 £ 0,814° 10,68 + 1,33%¢
G2 6,23 + 0,4872 6,35+ 0,47A2 7,83 + 0,58A° 10,37 + 1,09%¢
G3 6,38 + 0,48A2 6,52 + 0,497 8,12 + 0,60A° 11,03 + 0,844°

Valores seguidos da mesma letra mailscula na coluna ou mindscula na linha néo diferem entre si

pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 9. Representagao grafica dos valores médios do peso (Kg) de leitdes
imunizados com vacina comercial contra M. hyopneumoniae (G1), vacina
preparada com silica SBA-15 (G2), e leitdes que receberam a silica SBA-15 sem
a incorporagao do antigeno (G3), por via intramuscular, antes da imunizagéo (DO0),
24 horas apo6s a imunizagao (D1), 21 dias apds a vacinagao e antes da inoculagao
endotraqueal com 108 CCU/mL de M. hyopneumoniae (D21), e 14 dias apds o
desafio (D35).



25

Também néao foi verificada diferenca significativa no ganho de peso diario

(GPD) dos leitbes dos trés grupos experimentais (p>0,05) (Tabela 3).

Tabela 3. Média + desvio padrao do ganho de peso diario - GPD (Kg) de leitdes
imunizados com vacina comercial contra M. hyopneumoniae (G1), vacina
preparada com silica SBA-15 (G2), e leitdes que receberam a silica SBA-15 sem
a incorporagdo de antigeno (G3), por via intramuscular, ao longo do periodo

experimental.

Grupos GPD (Kg)
G1 0,13 +0,03*
G2 0,12 £ 0,03*
G3 0,13 £ 0,024

Valores seguidos de mesma letra mailscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey
(p>0,05).

A avaliacdo das alteracdes respiratdrias, por meio do escore de tosse dos
animais (em repouso e em exercicio), foi realizada apés a infec¢do experimental,
entre D21 e D35, sendo constatada a presenca de tosse entre os leitdes a partir
de D31. Nao foi possivel identificar diferencas significativas entre os grupos
experimentais nesses momentos (p>0,05). Os leitbes do G2 apresentaram as

menores médias de escores de tosse entre D31 e D35 (Tabela 4 e Figura 10).
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Tabela 4. Média + desvio padrao dos escores de alteragao respiratéria de
leitdes imunizados com vacina comercial contra M. hyopneumoniae (G1), vacina
preparada com silica SBA-15 (G2), e leitdes que receberam a silica SBA-15 sem
a incorporagao do antigeno (G3), por via intramuscular, 10 a 14 dias apds o

desafio endotraqueal com 106 CCU/mL de M. hyopneumoniae (D31 a D35).

Momentos
Grupos

D31 D32 D33 D34 D35

G1 0,17 £ 0,28%2 0,33 £ 0,44"® 0,33 £ 0,50%@ 0,25+ 0,38"@ 0,25 + 0,422
G2 0,08+0,15% 0,08 +0,15% 0,08 + 0,15 0,08 + 0,15%2 0,25 + 0,42"2
G3 0,17+0,28% 0,25+0,38% 0,25+ 0,38"@ 0,33 +0,44%@ 0,33 £ 0,502

Escores de alteracao respiratéria: 0 = auséncia de tosse; 1 = tosse leve, 2 = tosse moderada e 3 =
tosse intensa. Valores seguidos da mesma letra mailscula na coluna ou minascula na linha néo

diferem entre si pelo teste de Dunn (p>0,05).
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Figura 10. Representacao grafica dos valores médios dos escores de alteragao
respiratéria de leitdes imunizados com vacina comercial contra M.
hyopneumoniae (G1), vacina preparada com silica SBA-15 (G2), e com vacina de
SBA-15 sem a incorporagdo de antigeno (G3) 10 a 14 dias apds o desafio
endotraqueal com 10 CCU/mL de M. hyopneumoniae (D31 a D35). Escores de
alteracao respiratoria: 0 = auséncia de tosse; 1 = tosse leve, 2 = tosse moderada

e 3 = tosse intensa.
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Em relacéo a inspecao do local onde foi feita a aplicagdo das vacinas nos
leitdes, ndo foram observadas alteracbes cutaneas, como edema, eritema,
formacao de nédulos, abscessos, feridas, ou a presenca de dor em nenhum dos

animais dos trés grupos experimentais nos dias seguintes ap0s a imunizagao.

5.2. Proteinograma sérico

Os resultados do fracionamento das proteinas séricas dos leitdes pela
técnica de SDS-PAGE e da concentracdo sérica de proteinas totais sdo
mostrados nas Tabelas 5 a 15 e nas Figuras 11 a 20.

Em relagcdo a concentragao sérica de IgA, foi possivel identificar diferengas
significativas entre os trés grupos nos momentos D21 e D35 (p<0,05), sendo as
maiores médias observadas nos animais do G3 no momento D21 (137,07 mg/dL).
Entre DO e D1 houve aumento da concentragdo sérica de IgA nos trés grupos
avaliados, seguido de aumento da concentragdes entre D1 e D21 no G1 e G3 e
reducdo da concentracdo em G2. Entre D21 e D35 houve reducdo da

concentracéo sérica de IgA nos trés grupos experimentais (Tabela 5 e Figura 11).

Tabela 5. Média + desvio padrdo da concentragcao sérica de IgA (mg/dL) de
leitdes imunizados com vacina comercial contra M. hyopneumoniae (G1), vacina
preparada com silica SBA-15 (G2), e leitdes que receberam a silica SBA-15 sem
a incorporagéao do antigeno (G3), por via intramuscular, antes da imunizagao (DO0),
24 horas apos a imunizacao (D1), 21 dias apds a vacinagao e antes da inoculagao
endotraqueal com 108 CCU/mL de M. hyopneumoniae (D21), e 14 dias apds o
desafio (D35).

Momentos
Grupos

DO D1 D21 D35

Gl 107,30 £ 16,90%® 108,64 + 24,19 111,09 + 13,82"2 90,25 + 17,352
G2 97,20 £ 20,62*% 130,48 + 14,06"° 118,37 + 13,6983 100,42 + 21,7682
G3 109,54 + 8,43% 133,96 + 13,26"* 137,07 + 19,135° 116,95 + 16,3283

Valores seguidos da mesma letra mailscula na coluna ou mindscula na linha nao diferem entre si

pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 11. Representacao grafica dos valores médios da concentragao sérica
de IgA (mg/dL) de leitdes imunizados com vacina comercial contra M.
hyopneumoniae (G1), vacina preparada com silica SBA-15 (G2), e leitbes que
receberam a silica SBA-15 sem a incorporacdo do antigeno (G3), por via
intramuscular, antes da imunizagao (DO0), 24 horas apds a imunizagao (D1), 21
dias apds a vacinacao e antes da inoculagéo endotraqueal com 108 CCU/mL de

M. hyopneumoniae (D21), e 14 dias apds o desafio (D35). *p<0,05.

Foram observadas diferencas significativas da concentracdo sérica de 1gG
entre os trés grupos apenas no momento D21 (p<0,05), sendo as maiores médias
observadas nos leitdes do G1 nesse mesmo momento (1060,05 mg/dL). Entre DO
e D1 houve aumento da concentracdo sérica de IgG no G1 e G2 e reducdo da
concentracdo no G3. Entre D1 e D21 houve aumento da concentracdo nos trés
grupos avaliados e entre D21 e D35 houve reducdo da concentragédo no G1 e G2

e aumento no G3 (Tabela 6 e Figura 12).
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Tabela 6. Média *+ desvio padrédo da concentragado sérica de IgG (mg/dL) de
leitdes imunizados com vacina comercial contra M. hyopneumoniae (G1), vacina
preparada com silica SBA-15 (G2), e leitdes que receberam a silica SBA-15 sem
a incorporagéao do antigeno (G3), por via intramuscular, antes da imunizagao (DO),
24 horas apods a imunizagao (D1), 21 dias ap6s a vacinagao e antes da inoculagao
endotraqueal com 108 CCU/mL de M. hyopneumoniae (D21), e 14 dias apds o
desafio (D35).

Momentos
Grupos

DO D1 D21 D35

Gl 641,66 + 155,63*¢ 687,55 + 102,632 1060,05 + 120,25 990,01 + 140,324
G2 603,88 + 161,32”% 626,01 + 166,58%%¢ 855,52 + 128,258> 842,07 + 171,23A¢
G3 736,99 + 176,217 605,41 + 164,79/ 881,59 + 128,708 934,55 + 124,05

Valores seguidos da mesma letra mailscula na coluna ou mindscula na linha nao diferem entre si
pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 12. Representacédo grafica dos valores médios da concentragao sérica
de IgG (mg/dL) de leitbes imunizados com vacina comercial contra M.
hyopneumoniae (G1), vacina preparada com silica SBA-15 (G2), e leitbes que
receberam a silica SBA-15 sem a incorporacdao do antigeno (G3), por via
intramuscular, antes da imunizagao (DO), 24 horas apdés a imunizagao (D1), 21
dias apds a vacinacao e antes da inoculagéo endotraqueal com 108 CCU/mL de

M. hyopneumoniae (D21), e 14 dias apds o desafio (D35). *p<0,05.
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Em relacdo a concentragdo sérica de ceruloplasmina, foram notadas
diferengas significativas entre os trés grupos nos momentos D1 e D21 (p<0,05),
sendo as maiores médias observadas nos animais do G1 em D1 (79,37 mg/dL).
Entre DO e D1 houve aumento da concentracao sérica de ceruloplasmina nos trés
grupos avaliados, seguido de redugao da concentragéo entre D1 e D21 e novo

aumento entre D21 e D35 (Tabela 7 e Figura 13).

Tabela 7. Média + desvio padrdao da concentragao sérica de ceruloplasmina
(mg/dL) de leitdes imunizados com vacina comercial contra M. hyopneumoniae
(G1), vacina preparada com silica SBA-15 (G2), e leitdes que receberam a silica
SBA-15 sem a incorporagdo do antigeno (G3), por via intramuscular, antes da
imunizagao (D0), 24 horas apds a imunizagéo (D1), 21 dias apds a vacinagéo e
antes da inoculagdo endotraqueal com 106 CCU/mL de M. hyopneumoniae (D21),

e 14 dias apods o desafio (D35).

Momentos

Grupos
DO D1 D21 D35

Gl 44,34 +6,88% 79,37 + 16,34 38,12 + 8,16~ 43,94 + 6,944
G2 39,93 +9,24%2 5566 + 6,64BP 33,79 +6,39%2 55,80 + 12,694
G3 38,22 +6,86%% 49,91 + 8,233 4735+ 12,988 56,40 + 9,704°

Valores seguidos da mesma letra mailscula na coluna ou mindscula na linha nao diferem entre si
pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 13. Representacado grafica dos valores médios da concentragao sérica
de ceruloplasmina (mg/dL) de leitdes imunizados com vacina comercial contra
M. hyopneumoniae (G1), vacina preparada com silica SBA-15 (G2), e leitdes que
receberam a silica SBA-15 sem a incorporacdo do antigeno (G3), por via
intramuscular, antes da imunizagao (DO), 24 horas apdés a imunizagao (D1), 21
dias apds a vacinacao e antes da inoculagéo endotraqueal com 108 CCU/mL de

M. hyopneumoniae (D21), e 14 dias apds o desafio (D35). *p<0,05.

Nao foram verificadas diferencas significativas da concentracdo sérica de
transferrina entre os leitdes dos trés grupos avaliados ao longo do periodo
experimental (p>0,05). Em todos os grupos houve diminuigdo da concentragao
desta proteina entre DO e D1, seguida de aumento da concentragdo entre D1 e
D21 e entre D21 e D35 (Tabela 8 e Figura 14).
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Tabela 8. Média + desvio padrao da concentragao sérica de transferrina
(mg/dL) de leitdes imunizados com vacina comercial contra M. hyopneumoniae
(G1), vacina preparada com silica SBA-15 (G2), e leitdes que receberam a silica
SBA-15 sem a incorporagdo do antigeno (G3), por via intramuscular, antes da
imunizagao (D0), 24 horas apés a imunizagao (D1), 21 dias apds a vacinagao e
antes da inoculagdo endotraqueal com 106 CCU/mL de M. hyopneumoniae (D21),

e 14 dias apds o desafio (D35).

Momentos
Grupos

DO D1 D21 D35

Gl 298,58 + 29,807 278,13 + 28,60"* 332,66 + 31,65** 409,01 + 30,86"°
G2 314,81 £ 45,66%* 285,10 + 27,89 335,23 + 36,22%% 393,11 + 43,35
G3 304,22 +£51,90% 257,21 + 36,70 351,36 + 51,13"° 421,55 + 34,794°

Valores seguidos da mesma letra mailscula na coluna ou mindscula na linha nao diferem entre si

pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 14. Representacédo grafica dos valores médios da concentragao sérica
de transferrina (mg/dL) de leitdes imunizados com vacina comercial contra M.
hyopneumoniae (G1), vacina preparada com silica SBA-15 (G2), e leitbes que
receberam a silica SBA-15 sem a incorporacdao do antigeno (G3), por via
intramuscular, antes da imunizagao (DO), 24 horas apdés a imunizagao (D1), 21
dias apds a vacinacao e antes da inoculagéo endotraqueal com 108 CCU/mL de

M. hyopneumoniae (D21), e 14 dias apds o desafio (D35).
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Em relacdo a concentracdo seérica de albumina, também n&o foram
identificadas diferencas significativas entre o0s animais dos trés grupos
experimentais nos quatro momentos avaliados (p>0,05). Em todos os grupos
houve diminuicdo da concentracdo desta proteina ao longo do periodo

experimental, exceto no G3 entre D21 e D35 (Tabela 9 e Figura 15).

Tabela 9. Média * desvio padrdo da concentragcao sérica de albumina (g/dL) de
leitdes imunizados com vacina comercial contra M. hyopneumoniae (G1), vacina
preparada com silica SBA-15 (G2), e leitdes que receberam a silica SBA-15 sem
a incorporacéao do antigeno (G3), por via intramuscular, antes da imunizacao (DO0),
24 horas apods a imunizagéo (D1), 21 dias apos a vacinagao e antes da inoculagao
endotraqueal com 108 CCU/mL de M. hyopneumoniae (D21), e 14 dias apds o
desafio (D35).

Momentos

Grupos
DO D1 D21 D35

Gl 3,93 +£0,23% 3,67 £0,16%@ 3,05+ 0,187° 2,99 + 0,184°
G2 3,85+0,13% 3,69 £ 0,194 3,07 £ 0,197 2,95 + 0,144°
G3 3,80 £ 0,28% 3,48 £ 0,26"@ 3,05 + 0,18%° 3,11 + 0,204°

Valores seguidos da mesma letra mailscula na coluna ou mindscula na linha nao diferem entre si

pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 15. Representacado grafica dos valores médios da concentragao sérica
de albumina (g/dL) de leitdes imunizados com vacina comercial contra M.
hyopneumoniae (G1), vacina preparada com silica SBA-15 (G2), e leitbes que
receberam a silica SBA-15 sem a incorporagdo do antigeno (G3), por via
intramuscular, antes da imunizagao (DO0), 24 horas apds a imunizagao (D1), 21
dias apds a vacinacao e antes da inoculagéo endotraqueal com 108 CCU/mL de

M. hyopneumoniae (D21), e 14 dias apds o desafio (D35).

No momento DO, nao foi detectada a presenca da proteina a1-antitripsina
nas amostras de soro sanguineo de nenhum dos leitbes dos trés grupos
avaliados. Esta proteina so foi observada a partir do momento D1 nos animais do
G2 e G3 e a partir de D21 nos leitbes do G1. Diferencas significativas da
concentracdo sérica de al-antitripsina foram notadas entre os trés grupos
experimentais nos momentos D1 e D21, sendo as maiores médias observadas
nos animais do G3 em D21 (296,83 mg/dL). Entre DO e D1 houve aumento da
concentracdo sérica de afl-antitripsina no G2 e G3 seguido de aumento da
concentracéo entre D1 e D21 e reducdo da concentragao entre D21 e D35 no G1

e G3 e pequeno aumento no G2 (Tabela 10 e Figura 16).
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Tabela 10. Média + desvio padrdao da concentragdao sérica de a1l-antitripsina
(mg/dL) de leitdes imunizados com vacina comercial contra M. hyopneumoniae
(G1), vacina preparada com silica SBA-15 (G2), e leitdes que receberam a silica
SBA-15 sem a incorporagdo do antigeno (G3), por via intramuscular, antes da
imunizagao (D0), 24 horas apés a imunizacado (D1), 21 dias apds a vacinagao e
antes da inoculagdo endotraqueal com 106 CCU/mL de M. hyopneumoniae (D21),

e 14 dias apds o desafio (D35).

Momentos
Grupos
DO D1 D21 D35
Gl 002 0+ 0% 172,96 + 63,334° 83,72 + 111,637

G2 0+0? 45,63 + 60,8473 208,38 + 55,234P 220,07 £ 77,614°
G3 0+02 102,29 + 68,198 296,83 + 43,658¢ 158,01 + 105,344°

Valores seguidos da mesma letra mailscula na coluna ou mindscula na linha nao diferem entre si

pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 16. Representacédo grafica dos valores médios da concentragao sérica
de al-antitripsina (mg/dL) de leitdes imunizados com vacina comercial contra M.
hyopneumoniae (G1), vacina preparada com silica SBA-15 (G2), e leitbes que
receberam a silica SBA-15 sem a incorporacdao do antigeno (G3), por via
intramuscular, antes da imunizagao (D0), 24 horas apds a imunizagao (D1), 21
dias apds a vacinacao e antes da inoculagéo endotraqueal com 108 CCU/mL de

M. hyopneumoniae (D21), e 14 dias apés o desafio (D35). *p<0,05.
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Foram notadas diferencas significativas da concentracdo sérica de
haptoglobina entre os animais dos trés grupos avaliados apenas no momento D1
(p<0,05), sendo as maiores médias observadas nos animais do G1 no momento
D1 (41,04 mg/dL). Entre DO e D1 houve aumento da concentracdo sérica de
haptoglobina no G1 e reducédo da concentracdo no G2 e G3. Entre D1 e D21
houve reducdo da concentracdo seérica de haptoglobina no G1 e aumento da
concentracdo no G2 e G3 seguido de reducdo da concentracdo sérica nos trés
grupos avaliados entre D21 e D35 (Tabela 11 e Figura 17).

Tabela 11. Média + desvio padrdao da concentragao sérica de haptoglobina
(mg/dL) de leitdes imunizados com vacina comercial contra M. hyopneumoniae
(G1), vacina preparada com silica SBA-15 (G2), e leitdes que receberam a silica
SBA-15 sem a incorporagdo do antigeno (G3), por via intramuscular, antes da
imunizagao (D0), 24 horas apds a imunizacao (D1), 21 dias apds a vacinagao e
antes da inoculagédo endotraqueal com 10 CCU/mL de M. hyopneumoniae (D21),

e 14 dias apds o desafio (D35).

Momentos

Grupos
DO D1 D21 D35

Gl 32,25+ 11,307 41,04 +11,91%% 34,14 +8,13% 21,04 + 8,614°
G2 33,78 +12,45%2 2983 + 14,72 37,81 +16,47% 28,81 +17,98"2
G3 30,45 +10,93%% 13,62 +3,448% 37,35+ 15,83% 21,59 + 10,40°%

Valores seguidos da mesma letra mailscula na coluna ou minuscula na linha nao diferem entre si

pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 17. Representacado grafica dos valores médios da concentragao sérica
de haptoglobina (mg/dL) de leitdes imunizados com vacina comercial contra M.
hyopneumoniae (G1), vacina preparada com silica SBA-15 (G2), e leitbes que
receberam a silica SBA-15 sem a incorporagdao do antigeno (G3), por via
intramuscular, antes da imunizagao (DO0), 24 horas apds a imunizagao (D1), 21
dias apds a vacinacao e antes da inoculagéo endotraqueal com 108 CCU/mL de

M. hyopneumoniae (D21), e 14 dias apds o desafio (D35). *p<0,05.

Em relacdo a concentragdo sérica de a1-glicoproteina acida, foram
verificadas diferencas significativas entre os leitdes dos trés grupos experimentais
apenas no momento DO (p<0,05), sendo as maiores médias observadas nos
animais do G3 (5,44 mg/dL). Enquanto que nos animais do G1 e G2 houve
aumento da concentracdo sérica desta proteina entre DO e D1, nos leitdes do G3
houve diminuicdo da concentracdo. Entre D1 e D21 houve diminuigdo da
concentracdo sérica de a1l-glicoproteina &cida seguida por aumento da
concentracdo sérica nos animais dos trés grupos experimentais (Tabela 12 e
Figura 18).
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Tabela 5. Média + desvio padrdo da concentragao sérica de a1l-glicoproteina
acida (mg/dL) de leitdes imunizados com vacina comercial contra M.
hyopneumoniae (G1), vacina preparada com silica SBA-15 (G2), e leitbes que
receberam a silica SBA-15 sem a incorporacédo do antigeno (G3), por via
intramuscular, antes da imunizagao (D0), 24 horas apds a imunizagao (D1), 21
dias apos a vacinagdo e antes da inoculagdo endotraqueal com 106 CCU/mL de

M. hyopneumoniae (D21), e 14 dias apds o desafio (D35).

Momentos
Grupos

DO D1 D21 D35

Gl 2,56 +1,48%a 4,26 + 1,277 2,60 £ 0,824 4,69 + 1,114°
G2 2,80 + 1,45%Ba 4,63 + 1,767 2,45 £ 0,50% 7,04 £ 4,647°
G3 4,61 + 1,388 3,19 + 0,914ab 2,87 + 0,947 5,44 + 1,61/¢

Valores seguidos da mesma letra mailscula na coluna ou mindscula na linha nao diferem entre si
pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 18. Representacédo grafica dos valores médios da concentragao sérica
de a1l-glicoproteina acida (mg/dL) de leitdes imunizados com vacina comercial
contra M. hyopneumoniae (G1), vacina preparada com silica SBA-15 (G2), e
leitbes que receberam a silica SBA-15 sem a incorporagao do antigeno (G3), por
via intramuscular, antes da imunizagao (D0), 24 horas apds a imunizagéo (D1), 21
dias apds a vacinagdo e antes da inoculagdo oral com 106 CCU/mL de M.

hyopneumoniae (D21), e 14 dias apoés o desafio (D35). *p<0,05.
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Foram observadas diferencas significativas da concentracdo sérica da
proteina PM 23.000 Da entre os animais dos trés grupos avaliados apenas no
momento D1 (p<0,05), sendo as maiores médias notadas nos animais do G1 em
D35 (241,51 mg/dL). Entre DO e D1 houve reducdo da concentracdo sérica desta
proteina entre os leitbes dos trés grupos experimentais seguida de aumento da
concentracdo entre D1 e D21 e entre D21 e D35 (Tabela 13 e Figura 19).

Tabela 13. Média £ desvio padrao da concentragcao sérica da proteina de PM
23.000 Da (mg/dL) de leitbes imunizados com vacina comercial contra M.
hyopneumoniae (G1), vacina preparada com silica SBA-15 (G2), e leitdes que
receberam a silica SBA-15 sem a incorporacédo do antigeno (G3), por via
intramuscular, antes da imunizagao (DO), 24 horas apds a imunizagao (D1), 21
dias apds a vacinagdo e antes da inoculagdo endotraqueal com 108 CCU/mL de

M. hyopneumoniae (D21), e 14 dias apés o desafio (D35).

Momentos

Grupos
DO D1 D21 D35

Gl 81,36 + 15,057 31,85+ 10,54%" 66,73 + 13,56 241,51 +30,544¢
G2 89,36 + 18,7172 56,73 + 15,558 60,12 + 6,52A° 228,36 + 27,52A°
G3 81,00 + 11,90%a 47,91 +8,77%° 62,28 + 12,263 221,09 + 23,43°

Valores seguidos de mesma letra mindscula na linha ou maidscula na coluna néo diferem entre si
pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 19. Representacado grafica dos valores médios de concentragao sérica
da proteina de PM 23.000 Da (mg/dL) de leitdes imunizados com vacina
comercial contra M. hyopneumoniae (G1), vacina preparada com silica SBA-15
(G2), e leitdes que receberam a silica SBA-15 sem a incorporagao do antigeno
(G3), por via intramuscular, antes da imunizagdo (D0), 24 horas apos a
imunizagao (D1), 21 dias apds a vacinagédo e antes da inoculagdo endotraqueal
com 108 CCU/mL de M. hyopneumoniae (D21), e 14 dias apds o desafio (D35).
*p<0,05.

Em relacdo a concentracdo sérica de proteinas totais, nao foram verificadas
diferencas significativas entre os leitdes dos trés grupos avaliados ao longo do
periodo experimental. Entre DO e D1 houve reducédo da concentracdo sérica das
proteinas totais nos trés grupos experimentais seguida de aumento da
concentragéo entre D1 e D21 no G1 e G3 e redugédo no G2. Entre D21 e D35
houve reducdo da concentracdo sérica das proteinas totais no G1 e aumento no
G2 e G3 (Tabela 14 e Figura 20).
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Tabela 20. Média + desvio padrao da concentragao sérica de proteinas totais
(g/dL) de leitdes imunizados com vacina comercial contra M. hyopneumoniae
(G1), vacina preparada com silica SBA-15 (G2), e leitdes que receberam a silica
SBA-15 sem a incorporagdo do antigeno (G3), por via intramuscular, antes da
imunizagao (D0), 24 horas apés a imunizacado (D1), 21 dias apds a vacinagao e
antes da inoculagdo endotraqueal com 106 CCU/mL de M. hyopneumoniae (D21),

e 14 dias apds o desafio (D35).

Momentos
Grupos

DO D1 D21 D35

Gl 5,24 + 0,35% 5,04 £ 0,20% 5,07 £ 0,314 5,02 £ 0,23%@
G2 5,14 £ 0,194 5,06 + 0,28% 4,91 + 0,2842 5,05 £ 0,314
G3 5,18 £ 0,244 4,83 +0,197° 5,07 + 0,197 5,20 £ 0,314

Valores seguidos da mesma letra mailscula na coluna ou mindscula na linha nao diferem entre si
pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 20. Representacédo grafica dos valores médios da concentragao sérica
de proteinas totais (mg/dL) de leitdes imunizados com vacina comercial contra
M. hyopneumoniae (G1), vacina preparada com silica SBA-15 (G2), e leitdes que
receberam a silica SBA-15 sem a incorporacdao do antigeno (G3), por via
intramuscular, antes da imunizagao (D0), 24 horas apds a imunizagao (D1), 21
dias apds a vacinacado e antes da inoculagéo endotraqueal com 108 CCU/mL de

M. hyopneumoniae (D21), e 14 dias apés o desafio (D35).
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Foram observadas correlagbes significativas entre as concentragbes
séricas de imunoglobulinas e proteinas de fase aguda (PFAs) dos leitbes
vacinados e desafiados com M. hyopneumoniae (p<0,05) (Tabela 14).

Em relagdo as imunoglobulinas, foram verificadas correlagdes positivas
fracas entre as concentracbes séricas de IgA e ceruloplasmina (r=0,17998;
p=0,0309), IgA e atl-antitripsina (r=0,22712; p=0,0062), IgG e transferrina
(r=0,37717; p<0,0001), IgG e a1l-antitripsina (r=0,29161; p=0,0004) e IgG e
proteinas totais (r=0,32716; p<0,0001); correlagéo positiva moderada entre IgG e
PM 23.000 Da (r=0,40891; p<0,0001); correlagao negativa fraca entre IgA e PM
23.000 Da (r=-0,29439; p=0,0003); e correlagdo negativa moderada entre IgG e
albumina (r=-0,52126; p<0,0001) (Tabela 14).

Quanto as PFAs, foram notadas correlagdes positivas fracas entre as
concentracdes séricas de ceruloplasmina e haptoglobina (r=0,27737; p=0,0008),
ceruloplasmina e proteinas totais (r=0,20397; p= 0,0142), haptoglobina e
proteinas totais (r=0,36631; p<0,0001) e PM 23.000 Da e proteinas totais
(r=0,21599; p=0,0093); e correlagao negativa fraca entre haptoglobina e PM
23.000 Da (r=-0,17065; p=0,0409) (Tabela 14).
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Tabela 14. Coeficiente de correlagdo de Pearson (r) e valor de p entre as concentragdes séricas de imunoglobulinas e proteinas de fase aguda de leitbes

vacinados e desafiados com Mycoplasma hyopneumoniae.

Paréametros IgG Cerul Transf Alb Anti Hapto AGA PM23 PT
IgA r=-0,11370 | r=0,17998 r=-0,13668 r=0,09043 r=0,22712 r=0,01127 r=-0,056074 ' r=-0,29439 r=0,13839
p=0,1748 p = 0,0309 p =0,1023 p =0,2828 p = 0,0062 p =0,8933 p = 0,5459 p = 0,0003 p =0,0981
e r=-0,13509 = r=0,37717 r=0,29161 r=0,10732 r=0,09947 r=0,32716
9 p =0,1065 p < 0,0001 p = 0,0004 p =0,2004 p =0,2355 p <0,0001
S r =0,05195 r=0,16183 r=-0,07826 | r=0,27737 r=0,09510 r=0,02608 | r=0,20397
eru
p =0,5363 p = 0,0535 p =0,3511 p = 0,0008 p = 0,2569 p =0,7563 p =0,0142
T - r=-0,32224 r=0,27534 r =0,04634 r=0,14153 r=0,31975
rans

p < 0,0001 p = 0,0008 p =0,5813 p = 0,0906 p <0,0001

r=0,16293 r=-0,04768

Alb

p =0,0519 p=0,5718

e r=0,03584 r=-0,11558 r=0,15975 r=-0,05329
nti
p =0,6698 p=0,1677 p = 0,0558 p =0,5258
r=-0,11465 r=-0,17065 r=0,36631
Hapto
p=0,1712 p = 0,0409 p < 0,0001
r=0,30314 r=0,06613
AGA
p = 0,0002 p =0,4310
r=0,21599
PM23
p = 0,0093
PT

IgA; imunoglobulina A; 1gG: imunoglobulina G; Cerul: ceruloplasmina; Transf: transferrina, Alb: albumina; Anti: a1-antitripsina; hapto: haptoglobina; AGA:
al-glicoproteina acida; PM23: PM 23.000 Da; PT: proteinas totais.
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6. Discussao

Mycoplasma hyopneumoniae € um dos patdgenos mais importantes para a
producdo mundial de suinos causando grandes perdas econdmicas, visto que
causa ciliostase e destruicdo das células do epitélio respiratorio, favorecendo a
colonizacéo do trato respiratorio por outros microrganismos patogénicos. Devido a
sua importancia, novas tecnologias na fabricagdo de vacinas e estudos sobre o
impacto do agente no status sanitario do plantel se mostram de extrema
importancia, e para isso, a analise da concentracdo de imunoglobulinas e
proteinas de fase aguda (PFAs) pode auxiliar a elucidar esses dois pontos

Assim, o presente estudo objetivou avaliar a imunogenicidade e o perfil das
PFAs de suinos imunizados com uma vacina inativada produzida com a silica
mesoporada SBA-15 frente ao desafio experimental com M. hyopneumoniae.

Em relagao aos resultados do exame fisico, a temperatura retal dos animais
dos trés grupos experimentais ficaram dentro dos valores de normalidade para a
espécie suina (Tabela 1 e Figura 8) e ndo foram constatadas alteragdes cutaneas
no local de aplicagdo da vacina nos leitdes do G2 e G3, indicando a auséncia de
efeitos colaterais causados pela utilizagdo da silica nanoestruturada SBA-15 e
confirmando os achados de Trezena et al. (2022) e Storino et al. (2023) que
observaram baixa toxicidade da silica como adjuvante de vacinas. E, apesar de
diversos estudos relatarem a eficacia e seguranca da administragcdo de vacinas
contendo a silica SBA-15 como adjuvante pela via oral (Scaramuzzi et al., 2011;
Ferreira et al., 2023; Storino et al., 2023), subcutanea (Scaramuzzi et al., 2011,
Trezena et al., 2022) e intraperitoneal (Alves et al., 2013), ndo foram encontrados
na literatura trabalhos acerca da administracdo de vacinas contendo a silica SBA-
15 como adjuvante pela via intramuscular.

No presente estudo nao foram observadas diferengas significativas no
ganho de peso dos animais dos trés grupos experimentais. Apesar de relatos da
literatura sobre a melhora do desempenho em leitdes imunizados com uma vacina
contra M. hyopneumoniae (Yang et al., 2021), outros estudos também néo
encontraram diferengas no ganho de peso diario € no peso dos animais (Um et
al., 2021), assim como o verificado no presente estudo (Tabelas 2 e 3 e Figura 9).

Apesar dos animais do G2 terem apresentado os menores escores de

alteragao respiratéria, ndo foram notadas diferencas significativas entre os trés
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grupos experimentais (Tabela 4 e Figura 10), diferente do que foi observado por
Suh, Oh e Chae (2022), indicando que provavelmente a diferenga entre os
resultados possa estar relacionada ao status imunitario dos animais antes da
vacinagao, dose do indculo e patogenicidade do agente.

Em relagdo as concentragdes séricas de imunoglobulinas, foi observada
maior concentragao sérica de IgA nos leitdes que receberam a vacina preparada
com silica SBA-15 (G2) quando comparado com os leitdes que receberam a
vacina comercial (G1) (Tabela 5 e Figura 11). Por outro lado, os animais que
receberam a vacina comercial apresentaram maiores concentragdes séricas de
IgG apds a imunizagdo (Tabela 6 e Figura 12). A IgG € a imunoglobulina
encontrada em maior concentragdo no sangue, enquanto que a IgA € encontrada
em grandes quantidades nas mucosas, principalmente na mucosa respiratoria e
gastrointestinal, sendo o isétipo mais importante na imunidade local (Tizard,
2014). De acordo com Maes et al. (2021), a IgG desempenha um papel de menor
importancia na protegdo contra M. hyopneumoniae visto que 0 mesmo se adere
aos cilios do epitélio do trato respiratério.

Vinte e quatro horas apdés a vacinagdo dos animais (D1), os leitdes
imunizados com vacina comercial (G1) apresentaram maiores concentragcdes
séricas de ceruloplasmina e haptoglobina, enquanto que os leitdes imunizados
com a vacina preparada com silica SBA-15 (G2) apresentaram maiores
concentragdes séricas de transferrina, albumina, a1-glicoproteina acida e proteina
de PM de 23.000 Da. Catorze dias apds o desafio com M. hyopneumoniae (D35)
os leitdes imunizados com vacina comercial (G1) apresentaram maiores
concentracdes séricas somente da proteina de PM 23.000 Da, enquanto que os
leitdes imunizados com a vacina preparada com silica SBA-15 (G2) apresentaram
maiores concentragcdes séricas de ceruloplasmina, al-antitripsina, haptoglobina e
al-glicoproteina acida (Tabelas 7 a 13 e Figuras 13 a 19). Apesar de terem sido
observadas correlagdes significativas (p<0,05) entre as concentragbes séricas de
imunoglobulinas e PFAs dos leitdes vacinados e desafiados com M.
hyopneumoniae, a maioria foi fraca, com excecao das correlagdes entre IgG e PM
23.000 Da (r=0,40891) e entre IgG e albumina (r=-0,52126) que foram moderadas
(Tabela 14).
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As PFAs sao um grupo de proteinas inflamatérias, com atividade
inespecifica, que tém a fungao de inibir a continuidade do dano tecidual, isolando
e destruindo o agente agressor e ativando o processo de reparagdo necessaria
para o retorno do organismo as fun¢des normais (Ceron, Eckersall e Martinez-
Subiela, 2005). Nos suinos, as PFAs que apresentam maior incremento frente a
processos inflamatérios sdo amiloide A sérica, haptoglobina, proteina C reativa,
a1-glicoproteina acida, ceruloplasmina e fibrinogénio (Murata, Shimada e Yoshika,
2004), sendo utilizadas para a detecgédo de infecgbes subclinicas, quantificagao
da magnitude de processos inflamatoérios, avaliagdo de respostas vacinais e como
indicadores de bem-estar animal nas criagbes suinicolas, uma vez que a
concentragéo sérica das PFAs esta estritamente ligada a gravidade do processo
infeccioso/inflamatério (Cerdn et al., 2016).

De maneira semelhante, Ferreira et al. (2023), num estudo comparando a
utilizagao de vacina comercial e vacina oral preparada com a silica SBA-15 contra
M. hyopneumoniae, verificaram maiores concentragdes de ceruloplasmina,
transferrina, albumina, haptoglobina, a1-glicoproteina acida e proteina de PM
23.000 Da um dia apo6s a imunizagao dos leitdbes com vacina a oral contra M.
hyopneumoniae. Uma semana apos o desafio com o agente, os autores
observaram maiores concentragdes de ceruloplasmina, transferrina, albumina, a1-
antitripsina e haptoglobina nos animais que receberam a vacina oral, ressaltando
a fungdo da silica nanoestruturada (SBA-15) como veiculo de apresentagédo de

antigeno para o sistema imune capaz de induzir uma boa resposta inflamataria.

7. Conclusao

Os leitdes imunizados com vacina intramuscular contra M. hyopneumoniae
preparada com a silica SBA-15 apresentaram boa resposta imune humoral (IgA)
e de PFAs (ceruloplasmina, a1-antitripsina, haptoglobina e a1-glicoproteina
acida), e menores escores de alteracbes respiratorias apdés o0 desafio
experimental, em comparagdo com a vacina comercial, e ndo apresentaram

reacOes adversas locais ou sistémicas apds a administragdo do imunizante.
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