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RESUMO 

REZENDE, I. S. Resposta de macrófagos e blastocistos bovinos após a 
exposição a Ureaplasma diversum. 2016. 82 f. Dissertação (Mestrado em 
Microbiologia) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São 
Paulo, 2016. 
 

A infertilidade nos rebanhos, um distúrbio reprodutivo múltiplo, pode ser 
causada por micoplasmas e ureaplasmas, levando a prejuízos ao setor agro-
industrial. Ureaplasma diversum pode causar infecções e ativar a resposta imune 
inata, de células fagocitárias e produção de citocinas. Em consequência ocorre a 
ativação de TLR’s (Toll Like Receptors) e inflamassomas que provocam a maturação 
de citocinas pró-inflamatórias. Devido à importância dos macrófagos na proteção 
contra essas infecções e a relação direta com os blastocistos bovinos, o presente 
estudo teve o objetivo avaliar o perfil imune in vitro destas células após a infecção 
experimental por Ureaplasma diversum. Macrófagos murinos e bovinos e 
blastocistos bovinos foram previamente cultivados e infectados por U. diversum 
(ATCC 49782 e um isolado clínico) por 24 horas. Macrófagos murinos e blastocistos 
bovinos foram infectados apenas com o micro-organismo viável e com apenas uma 
concentração. Macrófagos bovinos foram infectados com diferentes concentrações 
(CCU) do micro-organismo, estando viáveis ou inativados por calor (100°C por 30 
minutos). O sobrenadante da cultura de macrófagos murinos foi coletado para 
dosagem de citocinas pelo ensaio imunoenzimático ELISA. As células J774 foram 
analisadas quanto à expressão gênica de Toll-like Receptors (TLR) usando qPCR e 
para a expressão gênica de vias de inflamossoma por qPCR array. Em macrófagos 
e blastocistos bovinos, os marcadores imunológicos após a infecção por U. diversum 
foram avaliados por qPCR assay e o nitrito foi dosado pelo método de Griess.  A 
internalização dos micro-organismos nos blastocistos foi confirmada por microscopia 
confocal. Observou-se elevada produção de citocinas pró-inflamatórias em todas as 
células testadas e houve indução da secreção de nitrito, exceto nos blastocistos. 
TLR2 demonstrou-se mais expresso que os demais, como os genes importantes 
para a cascata inflamatória como quimiocinas, IL-6 e NF-κB. Foi observado que U. 
diversum é capaz de promover resposta inflamatória em macrófagos murinos, 
macrófagos e blastocistos bovinos. O mecanismo ativador ainda não está claro, mas 
esses resultados demonstram o envolvimento da ativação do TLR2 e a secreção de 
IL-1β e TNF-α. A ativação inflamatória pode estar relacionada com a presença de 
um componente celular de superfície capaz de induzir uma resposta desse tipo. 
Mollicutes possuem grande número de lipoproteínas denominadas de proteínas 
associadas aos lipídeos de membrana (LAMP’s). No entanto, as lipoproteínas de 
Ureaplasma diversum ainda não foram totalmente caracterizadas. Os resultados 
deste estudo, associados ao recente sequenciamento do genoma de Ureaplasma 
diversum, permite avanço na compreensão da biologia molecular de infecções por 
micoplasma. Assim, fomenta-se a discussão da importância e relevância das 
micoplasmoses, especialmente por U. diversum, na reprodução e bovinocultura no 
cenário brasileiro. 
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ABSTRACT 

REZENDE, I. S. Response of macrophages and bovine blastocysts after 
exposure to Ureaplasma diversum. 2016. 82 p. Dissertation (Masther thesis in 
Microbiology) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São 
Paulo, 2016. 
 

Infertility in cattle, a multiple reproductive disorder can be caused by 
mycoplasmas and ureaplasmas, causing losses in the agro-industrial sector. 
Ureaplasma diversum can lead to an infection and activate the innate immune 
response of phagocytic cells and cytokine production. Consequently occurs's the 
activation of Toll-Like Receptors (TLR's) and inflammasomes, which trigger the 
maturation of proinflammatory cytokines. Due to the importance of macrophages in 
the protection against these infections and the direct relationship with the bovine 
blastocysts, this study aims to evaluate an in vitro immune profile expressed by these 
cells after experimental infection with Ureaplasma diversum. Murine and bovine 
macrophages and bovine blastocysts were previously cultured and infected with two 
Ureaplasma diversum (ATCC 49782 and clinical strain) for 24 hours. Murine 
macrophages and bovine blastocysts were infected only with viable micro-organism 
and with an only concentration. Bovine macrophages were infected with different 
concentrations (CCU) of microorganisms and viable or heat-inactivated (100°C for 30 
minutes). The supernatant of culture of murine macrophages were used for cytokine 
assay by ELISA. The cells J774 were analyzed for Toll-like receptor (TLR) gene 
expression using qPCR and for inflammasome pathway genes expression using 
qPCR and gene expression inflammasome pathways by qPCR array. In macrophage 
and bovine blastocysts, immunologic markers after infection by U. diversum were 
assessed by qPCR array and qPCR assay and nitrite was evaluate by Griess 
method. The internalisation of microorganisms in bovine blastocysts was confirmed 
by confocal microscopy. There was a high production of proinflammatory cytokines 
and induction of nitrite secretion except in blastocysts. TLR2 was more expressive 
than other TLR’s, as well as another important genes to inflammatory cascade such 
as chemokines, IL6 and NF-κB genes. It was observed that U. diversum is capable of 
promoting the inflammatory response in murine and bovine macrophages and bovine 
blastocysts. The trigger mechanism is not clear, but these results demonstrate the 
involvement of TLR2 activation and secretion of IL-1β and TNF-α. The inflammatory 
activation may be related to the presence of a cell surface component capable of 
inducing a response of that type. Mollicutes possess a large number of lipoproteins 
termed lipid-associated membrane proteins (LAMPs). However, Ureaplasma 
diversum lipoproteins have not yet completely been characterized. The results of this 
study, associated with the recent sequencing of the U. diversum genome, allows 
advance in understanding the molecular biology of mycoplasma infections. Thus 
encourages the discussion of the importance and relevance of mycoplasmosis, 
especially U. diversum, reproduction and cattle in the Brazilian scene. 
 
 
Keywords: Ureaplasma diversum. Inmunogenicidad. Macrophages. Bovine 
blastocysts. 

  



 

1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Bovinocultura 

 

A agro-indústria no Brasil é importante e participativa no âmbito social e na 

melhoria de qualidade de vida da população. Além da intensa movimentação 

econômica, geram-se empregos na produção animal e industrial. A criação de gado 

no Brasil tem destaque no agronegócio internacional, pois o país possui o segundo 

maior rebanho efetivo do mundo e é o primeiro país nas exportações de gado 

(Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento, 2013). A Figura 1 apresenta a 

variação anual do efetivo de bovinos de 2005 a 2014 (IBGE, 2015). 

 

 Figura 1 – Porcentagem de crescimento anual do número de cabeças de 
bovinos no Brasil entre os anos 2005 a 2014. 

 

 

Fonte: Banco de dados do IBGE (IBGE, 2014). 

 

A bovinocultura brasileira proporciona o desenvolvimento de dois principais 

segmentos lucrativos: as cadeias produtivas da carne e leite. Para a economia 

brasileira representam o valor bruto estimado em R$ 67 bilhões e os animais estão 

em todos os estados brasileiros (Ministério da Agricultura, Pecuária e 

Abastecimento, 2013). Os processos da produção animal incluem: controles 

adequados de doenças infecciosas e parasitárias, boas práticas de nutrição, 

cruzamentos e manejo geral. Entre os diversos distúrbios ocorre tendência a parição 

prematura, infertilidade, natimortos ou abortamentos (BROMFIELD et al., 2015; 

POTTER et al., 2010; SHELDON, 2015). 

Fatores de risco para a infecção do aparelho reprodutivo estão o manejo pré-

parto inadequado, distúrbios endócrinos e nutricionais, condições sanitárias 



 

precárias, infecções pós-parição (ANDRADE, et al., 2005).  Incluem-se fatores 

ambientais de estresse, especialmente o térmico (FERREIRA; FERNANDES, 2000; 

WAKAYO; BRAR; PRABHAKAR, 2015) ou de exposição a micro-organismos 

potencialmente patogênicos adquiridos principalmente durante a estação de monta 

(BROMFIELD et al., 2015; GAMBARINI et al., 2009; POTTER et al., 2010; 

SHELDON, 2015). 

As doenças infecciosas atingem muitos animais em pouco tempo e o trato 

genital de bovinos é mais frequentemente atingido. Esta situação se caracteriza por 

baixas taxas de natalidade e mortalidade. A natalidade do rebanho é influenciada 

pela taxa de concepção, índice de mortalidade embrionária e abortamento. Nas 

perdas produtivas devido aos baixos índices reprodutivos de animais por doenças 

infecciosas, as micoplasmoses têm impacto neste contexto pouco conhecido 

(BROMFIELD et al., 2015; ENTRICAN, 2002; HANSEN; SOTO; NATZKE, 2004; 

MILLER et al., 1994; POTTER et al., 2010; SHELDON, 2015). 

A mastite, vulvovaginite e endometrite são distúrbios que direta ou 

indiretamente refletem na eficiência reprodutiva. Estas enfermidades são geralmente 

de transmissão horizontal, mas podem estar associadas a deficiências ou manejo 

como hábitos higiênicos inadequados e modo de tratar os animais. Adicionalmente 

temos a higienização e manutenção dos equipamentos de ordenha, as condições do 

local onde os animais permanecem e circulam, a existência de patógenos 

importantes, lesões prévias nos tetos, água de lavagem dos equipamentos e preparo  

de soluções de limpeza e desinfecção.  (DEL FAVA et al., 2003; ESPOSITO et al., 

2014). O aborto pode ocorrer pela infecção por protozoários (Neospora caninum) 

(HORCAJO et al, 2016), fungos (Aspergillus fumigatus), vírus (vírus da diarreia viral 

bovina (LANYON et al., 2014), herpesvírus bovino tipo 1 (BHV-1)) e bactérias  como 

Brucella sp. (DORNELES; SRIRANGANATHAN; LAGE, 2015), Leptospira sp., 

Pasteurella spp., Salmonella spp., Streptococcus spp., Staphylococcus spp., 

Corynebacterium pseudotuberculosis, Yersinia pseudotuberculosis, Mycoplasma 

spp., E .coli (ANTONIASSI et al., 2007; SHELDON et al., 2014). 

 

1.2 Características gerais dos Mollicutes 

 

A classe Mollicutes possui cerca de 200 espécies distribuídas pelas ordens 

Entomoplasmatales, Acholeplasmatales, Anaeroplasmatales e Mycoplasmatales, a 



 

qual é composta por duas famílias: Mycoplasmataceae e Incertae sedis. Os gêneros 

Mycoplasma e Ureaplasma pertencem à família Mycoplasmatacaeae (BERGEY, 

2010; RAZIN et al., 1998).  

Mollicutes são considerados os menores organismos de vida livre, podendo 

apresentar-se como células pleomórficas de diâmetro de 300 a 800 nm. Possuem 

genomas reduzidos, com baixo conteúdo de %G+C (aproximadamente 30%), 

variando de 580 a 2200 Kpb e codificando cerca de 600 proteínas. Por serem 

pequenos geralmente não causam turvação de meios de cultura líquidos, 

provocando somente alteração no pH. Relacionam-se filogeneticamente às bactérias 

gram-positivas das quais evoluíram de forma degenerativa. Dentre suas principais 

características, não possuem parede celular sendo, portanto sobrevivem apenas em 

ambientes isotônicos e de antibióticos beta-lactâmicos. Suas polimerases são 

resistentes à rifampicina. Pela sua capacidade biossintética limitada e por serem 

nutricionalmente exigentes, devido à redução metabólica, exigem para seu 

crescimento a presença de aminoácidos, nucleotídeos, esteróis e ácidos graxos 

exógenos no meio de cultura. A deficiência na via respiratória do ciclo do ácido 

tricarboxílico reduz sua capacidade de fosforilação oxidativa. Para a produção de 

ATP, podem fermentar a glicose ou hidrolisar a arginina, reduzindo ou aumentando o 

pH do meio, respectivamente (BEAMAN; POLLACK, 1983; BERGEY, 2010; RAZIN; 

YOGEV; NAOT, 1998). Os ureaplasmas são o único entre os Mollicutes que 

requerem uréia para produzir ATP, hidrolizando este composto e produzindo amônia 

(BASEMAN; TULLY, 1997; RAZIN, 2004). 

Os molicutes são ubíquos e distribuem-se entre animais, plantas e insetos 

incluindo-se o homem. Entre os animais são encontrados em mamíferos, aves, 

répteis, anfíbios e peixes, com especificidade para cada grupo animal. A 

especificidade ao hospedeiro e ao sítio anatômico ocorre pelas necessidades 

nutricionais variadas. No entanto tem-se demonstrado a capacidade de adaptação a 

hospedeiros não habituais pela sua capacidade de mutação. Normalmente são 

transmitidos por contato ou aerossóis entre os hospedeiros. Infectam principalmente 

as superfícies de mucosas, principalmente no trato respiratório, urogenital e 

reprodutivo, sistema nervoso, olhos, glândulas mamárias e articulações (BUZINHANI 

et al., 2007; RAZIN; YOGEV; NAOT, 1998). Eventual baixa resposta imune ou 

alterações fisiológicas do hospedeiro, favorecem a infecção e colonização destas 

bactérias (PITCHER; NICHOLAS, 2005). São considerados micro-organismos 



 

oportunistas por excelência, mas podem ser agentes primários de infecções de 

caráter agudo ou crônico. A doença crônica é a mais frequente (CHELMONSKA-

SOYTA et al., 1994; RAZIN; HAYFLICK, 2010). 

Embora os micoplasmas cresçam em meios acelulares, a preferência por 

células ocorre pela facilidade de obtenção de nutrientes essenciais. (BUZINHANI; 

METIFFOGO; TIMENETSKY, 2007). Para garantir sua sobrevivência com o genoma 

reduzido nos nichos estudados, supõe-se que estas bactérias vivem em constante 

mutação (DAVID et al., 2002; DYBVIG; VOELKER, 1996). Os componentes da 

membrana citoplasmática de algumas espécies estudadas modulam a resposta 

imune principalmente no que se refere às citocinas. A diversidade das 

características destas bactérias e células dos hospedeiros, associados ou não, 

interferem no desenvolvimento das micoplasmoses (ROTTEM, 2003). 

.  

1.3 Virulência dos micoplasmas 

 

A virulência dos micoplasmas tem sido determinada por algumas das suas 

características biológicas. A exemplo, tem-se a indução de estresse oxidativo e dano 

à membrana da célula hospedeira pela geração de peróxido de hidrogênio e radicais 

superóxido por micoplasmas aderentes; interferência no metabolismo e função 

celular pela competição por nutrientes; imunomodulação devido à presença de 

glicocálix ou estruturas eletrodensas na superfície da bactéria; modificação da 

resposta imune do hospedeiro pela alta frequência de variação de fase e 

consequente diversidade antigênica na superfície bacteriana. Incluem-se as 

aberrações cromossômicas na célula hospedeira pela secreção de enzimas 

fosfolipases, ATPases, hemolisinas, proteases e nucleases; escape da ação de 

antibióticos e resposta imune pela intracelularidade, favorecendo a cronicidade das 

doenças (CHANG et al., 2011). 

 

1.3.1 Adesão 

 

Apesar de serem ainda pouco conhecidos, sabe-se que os fatores de 

virulência dos Mollicutes são importantes para sua sobrevivência, colonização e 

desenvolvimento de doença. A aderência à célula hospedeira indica que este 

contato íntimo é um fator primordial (ROSENGARTEN, 2000). Assim podem 



 

competir pelos nutrientes essenciais para seu crescimento e colonização com as 

células hospedeiras e outros micro-organismos. Pelo genoma reduzido e 

consequente redução metabólica precisam obter do nicho os precursores de 

lipídeos, pirimidinas e purinas pré-formadas. São também chamados de “parasitas 

ideais”, pois raramente levam seu hospedeiro à morte (RAZIN; HAYFLICK, 2010; 

RAZIN, 1999). 

 As adesinas na sua membrana interagem com receptores específicos da 

célula hospedeira permitindo as vezes até  a fusão com a membrana da célula 

hospedeira.  Em M. fermentans, a fusão é dependente do conteúdo de colesterol da 

membrana dos micoplasmas possibilitando a troca adequada de nutrientes 

(ROTTEM, 2002). Neste processo, verificou-se ainda a produção de proteases, 

fosfolipases e nuclease, além da presença de radicais superóxido (RAZIN et al., 

1998).  

 Os mecanismos de aderência de M. pneumoniae, agente da pneumonia 

atípica primaria em humanos, estão entre as espécies melhor estudadas. Esta 

espécie, como M. genitallium, agente da uretrite não gonocóccica humana, possuem 

uma “organela de adesão”, que se caracteriza como uma extensão polar, constituída 

por adesinas e proteínas acessórias promotoras de motilidade por deslizamento, 

além da adesão (ROTTEM, 2003). O processo de aderência tem sido relacionado à 

dificuldade de eliminação destes micro-organismos por secreções das mucosas ou 

urina (RAZIN et al., 1998). 

Em algumas espécies de micoplasmas, sem a estrutura polar, mas com 

diferentes lipoproteínas são descritas como atuantes no processo de adesão. 

(adesinas). Estudos demonstraram tal papel em M. hominis (BOESEN et al., 2001), 

M. synoviae (KHIARI; MARDASSI, 2012), M. conjuntivae (BELLOY et al., 2003) e M. 

hyorhinis (XIONG et al., 2016). As cepas mutantes deficientes em aderência são 

avirulentas, apesar de estas possuírem potencial imunogênico (BASEMAN; TULLY, 

1997; RAZIN; JACOBS, 1992; ROMERO-ARROYO et al., 1999; SVENSTRUP et al., 

2002). 

 

1.3.2 Invasão 

 

 A invasão celular por micoplasmas em células fagocíticas iniciou-se com a 

descoberta de M. penetrans em pacientes HIV+. Posteriormente, verificou-se que 



 

este micoplasmas era outro oportunista em humanos. Atualmente a invasão é 

conhecida com outras espécies envolvendo células não fagocíticas após processo 

de adesão. A localização intracelular permite melhor acesso aos nutrientes, além da 

proteção contra a resposta imune e ação de antibióticos. Este achado poderia 

explicar o caráter crônico das infecções por micoplasmas (BÜRKI; FREY; PILO, 

2015).  A intracelularidade foi demonstrada em M. penetrans, M. fermentans, M. 

bovis, M. pneumoniae, M. agalactiae, M. genitalium e M. gallisepticum (BURKI et al., 

2015; HEDGE et al., 2015; ROTTEM, 2003).  

Em geral, o processo de invasão celular envolve mecanismos complexos e 

ainda pouco conhecidos, tanto das bactérias quanto das células hospedeiras. A 

associação entre adesinas e receptores celulares promove a interação necessária. 

O processo de adesão nos molicutes, apesar de insuficiente para desendear os 

eventos de invasão, é uma etapa essencial. A aderência a fibronectina ou aos 

polissacarídeos e a capacidade de ligação ao plasminogênio das células 

hospedeiras foram considerados compostos responsáveis para a invasão de M. 

penetrans e M. fermentans, respectivamente (ROTTEM, 2003; YAVLOVICH et al., 

2001; YAVLOVICH et al., 2004). Se o ambiente intracelular for o ideal para a 

espécie, os micoplasmas podem ali sobreviver por um longo tempo; caso contrário, 

são degradadas pela formação do fagolisossoma. Os micro-organismos invasores 

podem persistir e multiplicar no interior do citoplasma. M. penetrans foi observado 

sobrevivendo e multiplicando-se no interior de vesículas intracelulares (ROTTEM, 

2003). 

 

1.3.3 Variação antigênica 

 

 Sem parede celular, os compostos da membrana celular dos micoplasmas 

expostos nos nichos de hospedeiros, são importantes na relação patógeno-

hospedeiro. Verificou-se que algumas espécies apresentavam grande variação 

antigênica nesta estrutura mediados pela recombinação de sítios-específicos ou 

mutações de alta frequência no genoma.   Assim, esta propriedade também contribui 

para a sobrevivência e adaptação ao ambiente intracelular e o consequente escape 

do sistema imune do hospedeiro (CITTI; BLANCHARD, 2013; RAZIN; HAYFLICK, 

2010; RAZIN et al., 1998).  



 

Em M. bovis verificou-se a variação antigênica entre subclones de uma 

mesma cepa. Esta variabilidade foi justificada com base em diferentes proteínas 

anfifílicas proeminentes, integrais de membrana, contendo epítopos de reação 

cruzada que atuam como principais imunógenos (BURKI et al., 2015). 

 

1.3.4 Lipoproteínas 

 

 As lipoproteínas de membrana citoplasmática de micoplasmas representam 

aproximadamente 70% da massa da membrana com importância na sua 

antigenicidade (CHAMBAUD; WRÓBLEWSKI; BLANCHARD, 1999; RAZIN; YOGEV; 

NAOT, 1998; YOU; ZENG; WU, 2006). Possuem um resíduo cisteinil amino-terminal, 

podendo ser N-acilado em algumas espécies (ZUO et al., 2009). A maioria das 

lipoproteínas de micoplasmas é exposta ao meio extracelular com o grupamento acil 

ancorado à membrana citoplasmática. Funcionalmente, acredita-se que atuam como 

proteínas periplasmáticas de bactérias gram-negativas, como fator de virulência, 

como alvo para anticorpos inibidores de crescimento ou como imunomodulinas 

(BROWNING et al, 2011; ROSENGARTEN, 2000). 

Os genes codificadores de lipoproteínas parecem estar no mesmo operon de 

transportadores ABC, levando à hipótese também estarem relacionados ao 

transporte de nutrientes. Este operon é conservado entre muitos micoplasmas 

patogênicos, demonstrando que, possivelmente, codifiquem um sistema de 

transporte de nucleotídeos essencial para o crescimento in vivo e virulência 

(BROWNING et al, 2011). 

A exemplo, a OppA de M. hominis, caracterizada como oligopeptídeo com 

função de citoaderência e ATPase, indutor de apoptose. Em M. hyopneumoniae uma 

lipoproteína no mesmo operon foi caracterizada como exonuclease. Em M. 

gallisepticum e Mycoplasma mycoides subspecie mycoides small colony também 

foram encontradas lipoproteínas localizadas no mesmo operon. Também são 

descritas as lipoproteínas Vsps de M. bovis e Mvsps de M. móbile (BROWNING et 

al, 2011; ROSENGARTEN, 2000; WU et al., 2012; ZUO et al., 2009). 

 

 

 



 

1.3.5 Superantígenos 

 

 Superantígenos são potentes toxinas imunoestimulatórias produzidas por 

patógenos bacterianos ou virais (DIEDERSHAGEN et al., 2007). São proteínas 

reguladoras que induzem a proliferação de células do sistema imune (principalmente 

células T), por mecanismos distintos dos antígenos convencioanis, provocam a 

secreção intensa de várias citocinas, in vitro e in vivo. A resposta contribui com os 

marcadores inflamatórios que caracterizam as implicações patogênicas de uma 

doença (ROTTEM, 2003; SHIO et al., 2014). 

  M. arthritidis produz o superantígeno MAM melhor estudado. Em comparação 

a outros superantígenos de outras bactérias, este possui baixa ou nenhuma 

homologia a outras toxinas, mas possui a mesma capacidade de estimular a 

secreção de citocinas. Nesta espécie de micoplasma o superantígeno MAM 

demonstrou atividade de DNAse. Em micoplasmas a ação de endonuclease é 

importante para degradar o material genético do hospedeiro para utilização dos 

precursores de ácidos nucleicos (ATAEE et al., 2015; DIEDERSHAGEN et al., 2007). 

 

1.4 Micoplasmoses na reprodução bovina 

 

 A patogênese da micoplasmose genital é pouco compreendida, mas é 

provável que envolva a ativação de macrófagos e outras células do sistema 

imunológico na interface materno-fetal. Alguns estudos caracterizam inicialmente os 

fatores de virulência de algumas espécies e que podem explicar como um 

organismo, que carece de LPS, estimula a produção de citocinas associadas com 

parto prematuro. Dada a forte associação da inflamação com o nascimento 

prematuro, a resposta imune poderia fornecer um alvo eficaz na prevenção da 

prematuridade causada por este organismo (PELTIER et al, 2007). 

 Várias são as infecções promovidas pelos micoplasmas, porém 

especificamente a vulvovaginite bovina foi descrita por diversos autores (AMARAL, 

2003; BEY, 2006; DOIG, et al, 1979; LYSNYANSKY et al., 2009), caracterizada de  

inflamação  por hiperemia, nódulos de  1 a 2 mm , coloração cinza , marrom ou 

vermelha na mucosa vaginal, os quais podem persistir por vários dias. Esta 

inflamação resulta no aparecimento súbito de descarga vulvar, granulações na 



 

mucosa vaginal associada ou não com a presença de vesículas na vulva, em 

fêmeas na fase reprodutiva (GAMBARINI et al., 2009). 

 Estudos sobre a ocorrência da vulvovaginite em rebanho brasileiro 

demonstraram que em 57,15% dos casos o diagnóstico foi positivo para 

Mycoplasma spp, valores estes, superiores aos descritos em outros países. Dentre 

os positivos, houve casos em que a vulvovaginite foi discreta, porém com histórico 

de aborto, contribuindo no questionamento sobre o envolvimento do Mycoplasma 

spp nas patologias reprodutivas bovinas (NASCIMENTO et al., 2005). Oliveira-Filho 

et al (2005) ressaltam a importância da avaliação de lesões na mucosa vulvo-vaginal 

especialmente em animais pertencentes aos sistemas intensivos de produção 

leiteira, uma vez que a sua principal via de transmissão é a venérea. 

Entre as espécies de micoplasmas isoladas de bovinos, o M. bovis, M. 

bovigenitalium e U. diversum são considerados de maior importância para as 

infecções do trato urogenital (BUZINHANI et al., 2007; LYSNYANSKY et al., 2009; 

STRINGFELLOW; GIVENS, 2000). 

 

1.4.1 Mycoplasma bovis e Mycoplasma bovigenitalium 

 

Mycoplasma bovis e M. bovigenitalium tem sido associados com infertilidade 

e falhas reprodutivas em bovinos. Ambos foram isolados a partir de sêmen e são 

transmitidos por acasalamento natural e pela inseminação artificial (BIELANSKI; 

DEVENISH; PHIPPS-TODD, 1999). Ambos micoplasmas foram recuperados da 

superfície da zona pelúcida associado à célula espermática (Figura 2) e de embriões 

bovinos intactos, lavados ou tratados com antibióticos (BIELANSKI; DEVENISH; 

PHIPPS-TODD, 1999; BIELANSKI et al., 1989). 

M. bovis é altamente adaptado aos bovinos, porém foi isolado de outros 

ruminantes e humanos. A mastite bovina por Mycoplasma spp indica ser uma 

patologia emergente e as perdas devido a esta infecção por M. bovis podem ser 

mais frequentes do que as doenças respiratórias (FOX et al., 2003; NICHOLAS; 

AYLING, 2003). Mycoplasma bovis também causa endometrite, salpingite, ooforite, 

artrite, abortamento e vesiculite seminal. Em novilhas inseminadas com sêmen 

contaminado pelo agente foram observados episódios de repetição de cio 

(CARDOSO; VASCONCELLOS, 2004). 

 



 

Figura 2 - Localização de M. bovis e M. bovigenitalium em embriões bovinos 

 

Legenda: Microscopia eletrônica evidenciando a presença e aderência de 
Mycoplasma bovis (A) e Mycoplasma bovigenitalium (B) na 
região acrossomal de uma célula espermática na zona pelúcida 
de embrião bovino. Seta indica a localização do M. bovis (A) e 
M. bovigenitalium (B). Barra: 2 μm. 

Fonte:  Adaptado de Bielanski; Devenish; Phipps-Todd (1999). 

 

Considera-se M. bovigenitalium como o agente primário da vulvovaginite 

(DOIG et al., 1979) mas também causador de infertilidade, endometrite necrotizante, 

vesiculite seminal e diminuição da  motilidade espermática (NICHOLAS et al., 2006; 

RUHNKE; ROSENDAL, 1994). As infecções genitais causadas pelo agente em 

fêmeas são caracterizadas por vulvovaginite granular, com descarga vaginal 

mucopurulenta, apresentando ou não infertilidade. Mastite e abortamento também 

são relatados (EAGLESOME et al., 1992; GONZÁLEZ; WILSON, 2003).  

 

1.4.2 Ureaplasma diversum 

 

Ureaplasmas também pertencem aos Mollicutes e apesar de não possuírem 

parede celular, apresentam cápsula polissacarídica sobre a membrana celular 

(Figura 3). Os ureaplasmas requerem a ureia para crescerem, pois têm a urease 

para hidrolizá-la produzindo amônia. O crescimento ideal ocorre a 37°C e pH  entre  

5,5-6,0, sendo que o pH acima de 7,5 inibe seu crescimento. Estas bactérias podem 

aderir a células epiteliais, competir com nutrientes, interagir com células 

principalmente pelas proteínas de membrana, e liberar compostos metabólicos. 

Alguns ureaplasmas infectam animais e outros, o homem (BUZINHANI, 
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METIFFOGO; TIMENETSKY, 2007; CHELMONSKA-SOYTA et al, 1994; MARQUES, 

2009; MARQUES, 2010).  

 

Figura 3 - Microscopia eletrônica de células de U. diversum 

 

 

Legenda: Microscopia eletrônica de células de U. diversum, obtidas no 
cultivo de isolados provenientes de mucovulvovaginal e 
sêmen bovino, tratadas com vermelho de ruteno, 
evidenciando material polissacarídico. Seta preta indica 
material capsular. Barra 100 nm. 

Fonte:  Adaptado de Marques (2010). 

 

U. diversum é também um molicute importante na pecuária colonizando o 

trato respiratório e reprodutivo de bovinos. Podem estar associados em patogenias 

como vulvite granular, endometrite, salpingite, vesiculite seminal, alveolite fetal, 

infertilidade e aborto (BUZINHANI; METTIFOGO; TIMENETSKY, 2007; CARDOSO 

et al., 2000; CHELMONSKA-SOYTA et al, 1994; MARQUES et al., 2010; MARQUES 

et al., 2013). A localização na superfície de embriões bovinos também foi 

demonstrada (BRITTON et al., 1987; BRITTON et al., 1989). 

Seu revestimento capsular consiste em camada polissacarídica de 11 a 17 

nm constituída de arabinose, xilose, manose, galactose e glucose (MARQUES et al., 

2016). O sequenciamento recente do genoma de U. diversum (MARQUES et al., 

2015) e as análises e testes posteriores (MARQUES et al., 2016) revelaram 

características importantes. As vias metabólicas correspondem às mesmas 

encontradas em ureaplasmas humanos, como a via de síntese de ATP pela hidrólise 

da ureia. Em relação à patogenicidade, foram encontrados genes codificadores de 

um grande número de lipoproteínas e de variação antigênica, assim como das 

enzimas urease, hemolisina, fosfolipase e glicosiltransferase (associado com a 

produção de cápsula). 



 

Figura 4 - Microscopia eletrônica evidenciando a presença e aderência de 
células de U. diversum na superfície da zona pelúcida de 
embriões bovinos.  

 

 

Legenda: Setas pretas indicam a localização de U. diversum. Barra (A) 
2 μm, (B) 0,5 μm e (C) 0,2 μm. 

Fonte:  Adaptado de Britton et al. (1987). 

 
Os estudos sobre a relação de U. diversum e os distúrbios reprodutivos foram 

considerados controversos  um certo tempo, pois acreditava-se que estes micro-

organismos eram comensais e não estavam relacionados com os problemas de 

infertilidade nos rebanhos. Posteriormente foi detectado em amostras de mucosas 

cervico-vaginal e sêmen de touros aparentemente sadios. No entanto no decorrer do 

tempo, o acúmulo de dados indicaram a relação patogênica deste ureaplasma e com 

fetos abortados e descargas vulvares anormais, sendo implicado também na 

ocorrência da vulvovaginite granular em rebanhos. O encontro frequente  em fêmeas 

bovinas com histórico de aborto, este micro-organismo passou a ter importância na  

saúde  animal. O aborto por U. diversum pode ser resultado da placentite e da 

penumonia fetal que ocorrem principalmente no último trimestre da prenhez 

(KUNDSIN et al., 1978; NASCIMENTO; SANTOS, 2003). 

Apesar do crescimento da importância de U. diversum em bovinos a sua  

relação permanece inconclusiva, pois pode ser encontrado  em animais sem 

sintomas de alterações reprodutivas (MARQUES et al., 2011). Há ainda poucos 

dados sobre a aderência e internalização em células reprodutivas ou outras 

linhagens celulares bovinas, bem como informações conclusivas sobre o seu modo 

de ação durante as infecções. Estudos recentes demonstraram sua capacidade de 

invadir células Hep-2, induzir a apoptose (AMORIM et al., 2014), bem como 
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aumentar   a produção de TNF-α no útero de camundongos experimentalmente 

infectados (SILVA et al., 2016). 

Estudos demonstram que U. diversum, quando presente no sistema 

reprodutivo de vacas pode causar danos ao oócito, útero e epitélio do oviduto ou 

afetar o desenvolvimento do embrião, causando infertilidade ou falhas na gestação 

(DOIG et al., 1980). Este ureaplasma pode estar infectando e promovendo 

alterações morfológicas em espermatozóides de touros (BUZINHANI et al., 2011; 

HOBSON et al., 2013). 

Atualmente, na bovinocultura, são utilizadas biotécnicas na reprodução como 

a inseminação artificial (IA), a transferência de embriões (TE) e produção in vitro 

(PIV) de embriões. Os agentes infecciosos presentes no trato reprodutivo dos 

bovinos podem reduzir o número e a qualidade dos embriões produzidos in vitro, 

ocasionar doenças nos animais receptores e nos neonatos (STRINGFELLOW; 

GIVENS, 2000). De acordo com o Sub-comitê de Pesquisa da Sociedade 

Internacional de Transferência de Embriões (International Embryo Transfer Society–

IETS), U. diversum é classificado na Categoria 4, que agrupa doenças para as quais 

ainda não são disponíveis dados suficientes para que haja uma conclusão sobre os 

riscos de transmissão ou ainda, doenças onde os riscos de transmissão via 

transferência de embriões não podem ser negligenciados (International Embryo 

Transfer Society, 1998). 

Os componentes da membrana citoplasmática de alguns ureaplasmas 

modulam a resposta imune principalmente as citocinas. Estes fatores, associados ou 

não, interferem na integridade da célula hospedeira, de tecidos e órgãos, resultando 

em doença (BUZINHANI; METTIFOGO; TIMENETSKY, 2007; CARDOSO et al., 

2000; CHELMONSKA-SOYTA et al, 1994; MARQUES et al., 2010; MARQUES et al., 

2013). É relevante determinar a importância das citocinas envolvidas na pré-

implantação do embrião e quando agem na infecção por U. diversum, uma vez que 

ambiente alterado pós-fertilização pode   influenciar o desenvolvimento embrionário. 

A interferência no ambiente nutricional do blastocisto por agentes infecciosos é 

crucial para este contexto. Ureaplasmas estão dentre os micro-organismos que, in 

vivo, têm acesso ao colo do útero ou até mesmo ao embrião. Desta maneira podem 

causar a morte embrionária por alteração do ambiente materno ou através de danos 

diretos ao embrião (BRITTON et al., 1987; LEWANDOWSKA-SABAT et al., 2013).  

 

http://www.oie.int/eng/publicat/rt/1703/a_r17320.htm
http://www.oie.int/eng/publicat/rt/1703/a_r17320.htm


 

1.5 Diagnóstico de micoplasmas de interesse veterinário 

 

Apesar de crescerem em meio liquido, em meio sólido é possível obter o 

isolamento bacteriano. Sendo fastidiosos, o cultivo dos micoplasmas requer meios 

ricos específicos e suplementados com soro animal, ácidos nucleicos e cofatores de 

crescimento. O cultivo é demorado pela lenta multiplicação dos molicutes.  Cuidados 

específicos na contaminação por outras bactérias de materiais clínicos são 

parcialmente controlados pela adição de impedientes como penicilina, acetato de 

tálio e antifúngicos que, nas respectivas concentrações, não prejudicam o cultivo, 

mesmo assim as contaminações são frequentes.  A identificação, no entanto, é 

também muito limitada pela ausência comercial de soros específicos e as suas 

características fenotípicas são insuficientes na atualidade. Os soros contra estas 

bactérias existem apenas em laboratórios de pesquisa. Apesar de o cultivo ser ainda 

o padrão ouro, as técnicas de diagnóstico molecular pela metodologia da PCR tem 

sido a melhor escolha na identificação destas bactérias. Em adição, existe a 

dificuldade na obtenção de amostra clínica adequada e recente. O tempo de 

transporte da amostra clinica em solução ideal influencia o sucesso do cultivo. 

Devido ao fato de que algumas espécies são muito fastidiosas, as técncas de 

diagnóstico molecular são cada vez mais aplicadas (AMIRMOZAFARI et al., 2009; 

BALABANOV et al., 2006; BUZINHANI et al., 2007; TULLY, 1993). 

Baseando-se nas vias de obtenção de ATP dos molicutes, os procedimentos 

bioquímicos para a identificação presuntiva   incluem hidrólise da uréia, fermentação 

da glicose, hidrólise da arginina, atividade de fosfatase, formação de filmes e bolhas, 

redução do tetrazólio, liquefação de soro coagulado e hidrólise da caseína (BROWN; 

WHITCOMB; BRADBURY, 2007; OLSON et al., 1993).  

 

1.6 Tratamento e controle de micoplasmas de interesse veterinário 

  

A ausência de recursos imunoprofiláticos eficazes s contra as micoplasmoses 

genitais nos animais determina que o controle destas enfermidades dependa de 

medidas de higiene e de procedimento sanitários, incluindo-se a segregação dos 

hopedeiros infectados, uso de pipetas e ou de preservativos de inseminação duplos 

(CARDOSO; VASCONCELLOS, 2004), além de minimizar o contato com a vulva 



 

durante a inseminação artificial, transferência de embriões e nas infusões 

intrauterinas (DIAS, 2002). 

As formas de controle indicadas para as micoplasmoses que interferem a 

reprodução bovina são a antibioticoterapia local, preventiva para as infecções 

genitais nas fêmeas e sistêmicas para os casos de infecções em machos. A 

ausência de parede celular nos molicutes indica a utilização de antibióticos cuja 

ação seja sobre a síntese protéica. As drogas preconizadas têm sido tartarato de 

tilosina, oxitetraciclina e fumarato de tiamulina. A enrofloxacina foi utilizada com 

bons resultados práticos, porém a sua eficácia específica contra os micoplasmas 

que habitam o sistema urogenital de bovinos ainda não foi comprovada (CARDOSO; 

VASCONCELLOS, 2004). 

Vacinas para micoplasmoses importantes, incluindo a pleuropneumonia 

contagiosa bovina e caprina, são usadas há muito tempo, e consistem 

principalmente em tecido infectado ou fluidos que são inoculados nos locais em que 

o risco de infecção grave é baixo. As vacinas atuais ainda consistem de cepas 

atenuadas de baixa passagem. No entanto, pouco progresso tem sido realizado no 

desenvolvimento de alternativas seguras, definidas e de proteção efetiva. Não 

existem vacinas comerciais para Mycoplasma bovis, mas existem algumas em 

desenvolvimento, apesar da evidência de que esta é a principal causa de pneumonia 

dos vitelos, mastite e artrite (NICHOLAS et al., 2009). 

  



 

2 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 Ureaplasma diversum promove a secreção de citocinas pró-inflamatórias 

em macrófagos murinos e bovinos e em blastocistos bovinos, podendo 

este ser um mecanismo relacionado aos danos provocados pela infecção 

ou participação de uma modulação imune que permita a persistência 

intracelular da espécie. 

 O reconhecimento da infecção por Ureaplasma diversum ocorre via 

TLR2 em macrófagos murinos e bovinos e em blastocistos bovinos, e 

ativa vias de inflamossoma, de modo que a infecção desencadeia uma 

cascata de outros sinais inflamatórios que podem causar danos no 

hospedeiro se não forem moduladas. 

 A secreção de nitrito foi estimulada em macrófagos murinos e bovinos na 

presença de Ureaplasma diversum, mas não em blastocistos bovinos, o 

que está de acordo com o perfil de resposta inflamatória associado à 

infecção e permite inferir que os blastocistos terão mais chance de 

implantação e o micro-organismo poderá persistir na infecção. 

 Ureaplasma diversum invade blastocistos bovinos, sem causar efeitos 

citopáticos, demonstrando que, como consequência dessa invasão, este 

micro-organismo pode persistir infectando tais células, impedindo a 

implantação embrionária ou causando danos futuros ao feto. 
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