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RESUMO  

 

BARBOSA, M. S. Proteínas de superfície de Mycoplasma agalactiae atuam como adesinas, 

interagem com proteínas do hospedeiro e ativam vias de dano ao DNA. 2021. 114 f. Tese 

(Doutorado em Microbiologia) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, 

São Paulo, 2021. 

 

Agalaxia contagiosa (AC) afeta pequenos ruminantes, é classificada pela World Organisation 

for Animal Health (OIE) como doença de notificação obrigatória devido ao impacto econômico 

significativo sobre a produção de ovinos e caprinos. Mycoplasma agalactiae é o principal 

causador dessa doença e apesar do progresso nos estudos sobre métodos diagnósticos, 

terapêuticos e de prevenção, as estratégias ainda permanecem ineficientes no controle da AC. 

O presente estudo teve como objetivo caracterizar funcionalmente proteínas de membrana de 

M. agalactiae como adesinas e avaliar a interação destas com moléculas e células do 

hospedeiro. Três proteínas de M. agalactiae (P40 - controle positivo -, MAG_1560 e 

MAG_6130), caracterizadas in silico como proteínas da membrana antigênicas, foram 

expressas em Escherichia coli BL21 Star™ (DE3) One Shot e purificadas em uma coluna de 

afinidade. Posteriormente, coelhos foram imunizados com proteínas recombinantes para a 

produção de anticorpos policlonais. A localização das proteínas no micro-organismo foi 

avaliada por colony blotting e western blotting após fracionamento da fase TX-114. Para avaliar 

se as proteínas recombinantes são adesinas, foram realizados ensaios de adesão à células HeLa 

e estromais mamárias primárias de ovelhas (sheep primary mammary stromal cells - MSC). Os 

resultados obtidos confirmaram MAG_1560 e MAG_6130 como lipoproteínas, como a 

citoadesina P40. As proteínas P40, MAG_1560 e MAG_6130 também demonstraram 

citotoxicidade ao diminuir a viabilidade celular e aumentar a expressão de genes relacionados 

às vias de reparo do DNA e genes pró-apoptóticos. Para avaliar a interação destas proteínas 

com moléculas do hospedeiro realizou-se ensaio de adesão ao plasminogênio, fibrinogênio, 

lactoferrina e fibronectina. Além disso, este estudo demonstrou que as proteínas MAG_6130 e 

MAG_1560 tem capacidade de aderir às células eucarióticas e a adesão dessas proteínas às 

células pode ser inibida por anti-soro específico por ao menos uma metodologia. Além disso, 

P40 interage significativamente com plasminogênio, e em geral, P40, MAG_6130 e 

MAG_1560 exibiram ligação significativa à lactoferrina, fibrinogênio e fibronectina, uma 

característica que poderia potencialmente apoiar o patógeno na colonização do hospedeiro, 

migração de tecido e evasão imune. Ainda assim, mais estudos serão necessários para 

estabelecer mais claramente a relação entre P40, MAG_1560 e MAG_6130 e seus efeitos no 



 

 

 

 

hospedeiro. Dessa forma, demonstra-se que essas proteínas estão envolvidas na citoadesão e 

contribuem para a patogenicidade bacteriana das células hospedeiras. Entretanto, ainda não está 

claro como essas proteínas ativam o sistema imune e qual a via de reparo de DNA é ativada. 

Os resultados deste estudo contribuiem na melhor compreensão da função das moléculas de 

superfície em micoplasmas e o papel destas durante a infecção. 

 

Palavras-chaves: Mollicutes. Proteínas de membrana. Adesão. Matriz extracelular. Dano ao 

DNA. 

 

  

  



 

 

 

 

ABSTRACT 

 

BARBOSA, M. S. Surface proteins from Mycoplasma agalactiae act as adhesins, interact 

with host proteins and activate DNA damage pathways. 2021. 114 p. Thesis (Ph.D. thesis 

in Microbiology) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 

2021. 

 

Contagious agalaxia (CA) affects small ruminants and is classified by the World Organization 

for Animal Health (OIE) as a notifiable disease due to its significant economic impact on 

livestock. Mycoplasma agalactiae is the main cause of this disease and despite the progress in 

studies on diagnostic, therapeutic and prevention methods, strategies still remain ineffective in 

controlling CA. The present study aimed to functionally characterize M. agalactiae membrane 

proteins as adhesins and evaluate their interaction with host molecules and cells. Three M. 

agalactiae proteins (P40 - positive control -, MAG_1560 and MAG_6130), characterized in 

silico as antigenic membrane proteins, were expressed in Escherichia coli BL21 Star™ (DE3) 

One Shot and purified on affinity column. Subsequently, rabbits were immunized with 

recombinant proteins to produce polyclonal antibodies. The location of proteins in the 

microorganism was evaluated by colony blotting and western blotting after fractionation of the 

TX-114 phase. To assess whether the recombinant proteins are adhesins, adhesion assays to 

HeLa cells and sheep primary mammary stromal cells (MSC) were performed. The results 

obtained confirmed MAG_1560 and MAG_6130 as lipoproteins, such as the cytoadhesin P40. 

Proteins P40, MAG_1560 and MAG_6130 also demonstrated cytotoxicity by decreasing cell 

viability and increasing the expression of genes related to DNA repair pathways and pro-

apoptotic genes. In order to assess whether these proteins interact with host molecules, adhesion 

to plasminogen, fibrinogen, lactoferrin and fibronectin was evaluated. Furthermore, this study 

demonstrated that MAG_6130 and MAG_1560 proteins have the ability to adhere to eukaryotic 

cells and the adhesion of these proteins to cells can be inhibited by specific antiserum using at 

least one methodology. P40 interacts significantly with plasminogen, and in general, P40, 

MAG_6130 and MAG_1560 exhibited significant binding to lactoferrin, fibrinogen and 

fibronectin, a feature that could potentially support the pathogen in host colonization, tissue 

migration and immune evasion. However, more studies are needed to more clearly establish the 

relationship between P40, MAG_1560 and MAG_6130 and their effects on hosts. Thus, it is 

shown that these proteins are involved in cytoadhesion and contribute to the bacterial 

pathogenicity of host cells, however, it is still unclear how these proteins activate the immune 

system and what is the induced DNA repair pathway. With the results of this study, we hope to 



 

 

 

 

better understand the function of surface molecules in mycoplasmas and their role during 

infection. 

 

Keywords: Mollicutes. Membrane proteins. Adhesion. Extracellular matrix. DNA damage. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Micro-organismos da classe Mollicutes, ao contrário das bactérias típicas, não possuem 

parede celular, apresentam colesterol na membrana, possuem genoma reduzido e são 

considerados os menores organismos de vida livre. São, portanto, resistentes aos antibióticos 

beta-lactâmicos e sobrevivem à lise osmótica em ambientes isotônicos. Os micoplasmas 

possuem especificidade aos hospedeiros e tecidos, provavelmente devido à sua exigência 

nutricional (RAZIN; YOGEV; NAOT, 1998). São capazes de infectar mamíferos, aves, répteis, 

peixes, insetos e plantas. Nos animais, podem ser comensais ou atuar como agentes primários 

ou oportunistas variando os quadros e sinais clínicos. Conhecidos pela maior capacidade de 

estabelecer infecções crônicas do que as agudas, são de difícil controle e podem causar perdas 

econômicas importantes em animais de produção (CHELMONSKA-SOYTA et al., 1994). 

Aproximadamente 40 espécies do gênero Mycoplasma ou Ureaplasma podem colonizar 

ruminantes domésticos (bovinos, ovinos e caprinos), sendo alguns patogênicos e outros 

oportunistas (CHAZEL et al., 2010). Destaca-se a Agalaxia Contagiosa (AC), a qual é 

classificada pela World Organisation for Animal Health (OIE) como doença de notificação 

obrigatória, causada por várias espécies de micoplasmas: M. agalactiae (principal agente 

etiológico, responsável por mais de 80% das infecções), M. capricolum subsp. capricolum, M. 

mycoides subsp. capri e M. putrefaciens. Estima-se que os gastos com a AC atingem cerca de 30 

milhões de dólares por ano em países europeus, principalmente em países com produção 

intensiva de ovelhas e cabras, tornando-se importante problema de saúde animal (AYLING et 

al., 2004; LORIA et al., 2003; NICHOLAS et al., 2008).  

M. agalactiae é imóvel e possui entre 124-250 nm de diâmetro. Assim como outros 

micoplasmas, possui genoma reduzido (aproximadamente 880 Kpb), baixo conteúdo % GC 

(29,7 %), e usa preferencialmente o códon UGA, ao invés do UGG, como códon codificador 

de triptofano (SIRAND-PUGNET et al., 2007). Acreditava-se que este micro-organismo fosse 

incapaz de penetrar nas células, apesar da sua capacidade de aderir ao epitélio colonizado 

(ADDIS et al., 2011). Recentemente tem-se demonstrado a capacidade deste micoplasma em 

invadir in vitro diferentes células de ruminantes (HEGDE et al., 2014; HEGDE et al., 2015) e 

tem-se estabelecido a função das proteínas Vpmas (variable surface membrane proteins – 

proteínas variáveis de superfície de membrana) nesse processo (HEGDE et al., 2018). 

A AC atinge pequenos ruminantes de ambos os sexos, adultos e jovens (principalmente). 

A doença tem sido descrita em diversos países, como Índia, Austrália, Turquia, Irã, Jordânia, 

Mongólia, Nigéria, Senegal, Iraque, Bulgária, Sérvia, Sudão, Rússia, Estados Unidos e Brasil, 
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porém possui maior impacto em países do Mar Mediterrâneo (LORIA et al., 2003; DE LA FE 

et al., 2005; AL-MOMANI; NICHOLAS; ABO-SHEHADA, 2008; CHAZEL et al., 2010; 

ARIZA-MIGUEL; RODRÍGUEZ-LÁZARO; HERNÁNDEZ, 2012; KUMAR et al., 2014). No 

Brasil, existem poucos estudos sobre a distribuição e prevalência de micoplasmas nesses 

animais. Em 2006 relatou-se pela primeira vez a AC em rebanhos caprinos nacionais, 

ocasionada por M. agalactiae, no estado da Paraíba. Posteriormente, M. agalactiae foi descrito 

em outros estudos também na Paraíba (DE AZEVEDO et al., 2006; BANDEIRA et al., 2008; 

SILVA et al., 2014), em Pernambuco (ALVES et al., 2013) e Rio Grande do Norte (SILVA et 

al., 2014). Recentemente, M. agalactiae foi descrito pela primeira vez na Bahia em amostras 

de swab nasal de cabras por PCR (CASTILHO JUNIOR et al., 2021). 

M. agalactiae pode atingir pulmões, nódulos linfáticos, olhos, glândulas mamárias e 

articulações promovendo vários sinais clínicos em ovinos e caprinos. Embora as lesões 

pulmonares por esta espécie sejam pouco observadas, o micro-organismo foi isolado em surto 

de pleurisia em cabras. As infecções podem levar à ceratoconjuntivite, diminuição ou supressão 

da produção de leite, artrite, ancilose, abortos ou natimortos, vulvovaginite granular e 

inflamação testicular (KUMAR et al., 2014). Portadores assintomáticos da doença em caprinos 

também podem ocorrer, uma vez que se observou que o agente etiológico pode ser eliminado 

pelo leite e outros fluidos corporais por 12 meses a oito anos na ausência de sinais clínicos 

(BERGONIER; BERTHELOT; POUMARAT, 1997; GLEW et al., 2000; MADANAT; 

ZENDULKOVÁ; POSPÍŠIL, 2001).  

No Brasil, não há vacinas comerciais e regulamentação para a prevenção da AC. A 

vacinação é recomendada para regiões endêmicas e em áreas com baixo padrão social e 

econômico. Nesses países o desenvolvimento de vacinas de nova geração contra AC é 

necessário (MADANAT, ZENDULKOVÁ, POSPÍSIL, 2001).  

Apesar de micoplasmas possuírem simplicidade funcional e estrutural quando 

comparado com outras bactérias, micoplasmas são mais complexos do que se espera de um 

micro-organismo com genoma reduzido. Assim, as interações entre estes micro-organismos e 

o hospedeiro são resultado de algumas propriedades da membrana citoplasmática 

(CHAMBAUD; WRÓBLEWSKI; BLANCHARD, 1999). As proteínas integrais e associadas 

a membrana estão expostas ao ambiente e influenciam a sobrevivência e patogênese do micro-

organismo. Estas proteínas são antigênicas e podem proporcionar novos alvos para o 

desenvolvimento de vacinas e terapia (CACCIOTTO et al., 2010). Neste contexto, diversas 

proteínas são estudadas e sugeridas ou como possíveis alvos na prevenção e controle de 



26 

 

 

 

infecções por micoplasmas, ou por possuírem função na imunopatologia da micoplasmose. Em 

M. agalactiae, poucos antígenos de membrana foram identificados como imunogênicos e estão 

sendo estudados como potenciais alvos para o controle da AC, como a proteína P30 (FLEURY 

et al., 2001), a citoadesina P40, (FLEURY et al., 2002), a proteína P48 (ROSATI et al., 1999; 

CHESSA et al., 2009) e a lipoproteína MAG_5040 (CACCIOTTO et al., 2013). Além dessas, 

as proteínas de membrana MAG_1560 e MAG_6130 também foram identificadas como 

possivelmente antigênicas por meio de análises de bioinformática e demonstraram reatividade, 

em ELISA e Western blotting, à soros de caprinos infectados (BARBOSA, 2016; BARBOSA 

et al., 2020). Contudo, a função de apenas algumas proteínas de M. agalactiae tem sido descritas 

e o impacto na patogenicidade e virulência avaliados. A primeira proteína com função descrita 

em M. agalactiae foi a proteína de membrana P40, a qual demonstrou possuir função na adesão 

entre essa bactéria e células sinoviais da articulação de carneiros (FLEURY et al., 2002). A 

primeira molécula envolvida na invasão de M. agalactiae à célula eucariótica (HeLa) foi a 

subunidade B da piruvato desidrogenase (HEGDE; ROSENGARTEN; CHOPRA-

DEWASTHALY, 2015). As proteínas mais amplamente descritas e estudadas em M. agalactiae 

são pertencentes a família de proteínas Vpma, importantes lipoproteínas de alta frequência de 

variação antigênica (FLITMAN-TENE et al., 2000; GLEW et al., 2000b), com função de 

adesinas e invasinas em células HeLa e células estromais e epiteliais da glândula mamária de 

ovelhas (HEGDE et al., 2018).  

Nesse contexto, o entendimento da função das proteínas de membrana de M. agalactiae 

auxiliaria na caracterização de novos fatores de virulência e seu papel no estabelecimento da 

infecção em pequenos ruminantes. Desta forma, conhecer as lipoproteínas e seu papel no 

desencadeamento da imunopatogênese tem relevância para futuros estudos de diagnóstico, 

tratamento, prevenção e erradicação das doenças causadas por M. agalactiae. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Características biológicas do gênero Mycoplasma 

 

Bactérias do gênero Mycoplasma são os menores micro-organismos autorreplicantes e ao 

contrário das bactérias típicas, não possuem parede celular, sendo delimitados apenas pela membrana 

celular (Figura 01). Estas características, em geral, definem como bactérias pertencentes a Classe dos 

Mollicutes (van ITERSON; RUYS, 1960). Nesse texto, o termo molicutes será designado como nome 

trivial para todos os membros dessa classe, e o termo micoplasma é referente ao nome trivial para todas 

as espécies do gênero Mycoplasma, como indicado por Bergey (2010). Micoplasmas são pleomórficos 

com 300-800 nm de diâmetro, podendo transpor filtros de 450 nm e possuem crescimento ideal a 37 

°C (BERGEY, 2010). Dependendo da espécie, podem fermentar glicose ou hidrolisar arginina, ou usar 

as duas vias metabólicas como principal fonte de energia; e para a síntese da membrana celular, 

micoplasmas incorporam colesterol ou esteróis do ambiente (BERGEY, 2010). Em meio sólido, se 

observadas em estereomicroscópio, possuem colônias típicas em formato de ovo frito, e em caldo, pelo 

pequeno tamanho, não turvam o meio de cultura líquido, ao contrário da maioria das bactérias (DAHL, 

1983; BROWN et al., 2018).  

 

Figura 01 - Micrografia eletrônica de micoplasmas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Legenda: Células de micoplasmas envoltas pela membrana celular. No citoplasma, estão representados o 

cromossomo seccionado e os grânulos escuros representando ribossomos. 

Fonte: RAZIN; HAYFLICK, 2010. 

 
Micoplasmas possuem genoma reduzido (entre 580 Kbp e 1350 Kbp), quando comparado com 

outras bactérias como Escherichia coli (em média 5130 Kpb), baixo conteúdo GC (23-40%) e usam o 

códon UGA como codificador de triptofano. Considera-se que micoplasmas evoluíram das bactérias 

gram-positivas por evolução redutiva ou degenerativa (WOESE, 1987; RAZIN; YOGEV; NAOT, 
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1998). Por possuírem genoma reduzido, apresentam vias metabólicas incompletas, como a do ciclo do 

ácido tricarboxílico (tornando-os nutricionalmente exigentes), são de cultivo demorado e dependentes 

do hospedeiro para obtenção de energia e precursores biosintéticos (TULLY, 1995; RAZIN; YOGEV; 

NAOT, 1998; YUS et al., 2009). Entretanto, apesar de aparente simplicidade, micoplasmas possuem 

respostas metabólicas e adaptação similar em comparação com bactérias mais complexas (YUS et al., 

2009). 

Micoplasmas são comensais ou patogênicos e colonizam diversos hospedeiros vertebrados. Em 

humanos e animais colonizam principalmente mucosas do trato respiratório, urogenital, gástrico, olhos, 

glândulas mamárias e articulações (RAZIN; YOGEV; NAOT, 1998). Geralmente possuem 

especificidade à hospedeiros e tecidos, embora exceções possam ocorrer, como relatado com M. 

pneumoniae, agente infeccioso do sistema respiratório inferior em humanos mas isolado também em 

amostras urogenitais (GOULET et al., 1995). Também têm sido descrito novas espécies de 

micoplasmas em animais selvagens ou espécies que colonizam hospedeiros próximos (VERBISCK-

BUCKER et al., 2008; TARDY et al., 2012; CITTI; BLANCHARD, 2013). São comuns contaminantes 

de imunobiológicos, culturas celulares e de tecidos (DREXLER; UPHOFF, 2002).  

Apesar de possuírem genoma mínimo, micoplasmas são bactérias complexas e possuem 

diversos fatores de virulência e mecanismos de evasão do sistema imune. Proteínas de membrana 

presentes na superfície de micoplasmas possuem uma importante função na sobrevivência desses 

micro-organismos pois são bactérias primariamente extracelulares, e por não possuírem parede celular, 

essas moléculas estão em contato direto com células do hospedeiro ou ambiente (ROTTEM, 2003). 

Várias moléculas de superfície em micoplasmas estão envolvidas com: mecanismos de variação 

fenotípica, com variação antigênica e unidades repetitivas que fornecem variação no tamanho proteico, 

aderência e/ou invasão às células hospedeiras, evasão do sistema imune e divisão celular, como Vlha 

(também denominada pMGA) em M. gallisepticum (GLEW et al., 2000a; MAY; BROWN, 2011; HU 

et al., 2016), Vpma (também denominada Avg) em M. agalactiae (FLITMAN-TENE et al., 1997, 

2000; GLEW et al., 2000b; HEGDE et al., 2018), Vsp em M. bovis (FLITMAN-TENE et al., 1997), 

Vlp em M. hyorhinis (CITTI et al., 2000; XIONG et al., 2016a, 2016b), Vmc em M. capricolum subsp 

capricolum (WISE et al., 2006), Vsa em M. pulmonis (GUMULAK-SMITH et al., 2001; SIMMONS; 

DYBVIG, 2003; BOLLAND; DYBVIG, 2012), Mpl em M. penetrans (HORINO et al., 2003, 2009), 

MBA em Ureaplasma parvum e U. urealyticum (MONECKE; HELBIG; JACOBS, 2003; DANDO et 

al., 2012; ROBINSON et al., 2013a; UCHIDA et al., 2013; SWEENEY et al., 2017) e MBA-like em 

U. diversum (MARQUES et al., 2016). 
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Micoplasmas possuem, na membrana plasmática, diversas lipoproteínas (20 – 30% de todas 

as ORFs) denominadas proteínas de membrana associadas a lipídios (LAMPs) as quais estão em 

contato direto com o ambiente ou com a célula hospedeira. As LAMPS são proteínas periféricas ligadas 

à membrana principalmente por interações eletrostáticas e podem ser extraídas pelo Triton X-114 

devido suas características hidrofóbicas. A estrutura das LAMPs consiste em dois ácidos graxos 

esterificados ligados à gliceril cisteína ancorados na membrana pela porção N-terminal lipídica (Figura 

02). O grupo amino da cisteína pode ser diacilado, triacilado ou não acilado (maioria dos micoplasmas), 

diferindo de bactérias Gram-positivas e negativas que possuem lipoproteínas triacialadas. As 

lipoproteínas diaciladas, em micoplasmas, estimulam mais o sistema imune do hospedeiro do que as 

lipoproteínas triaciladas. Tem sido sugerido que as lipoproteínas, em micoplasmas, possuem as 

mesmas funções que proteínas periplasmáticas em bactérias gram-negativas, como transporte, além de 

estarem relacionadas também à variação antigênica, adesão às células hospedeiras, e estimulação do 

sistema imune (CHAMBAUD; WRÓBLEWSKI; BLANCHARD, 1999; YOU; ZENG; WU, 2006; 

BROWNING et al., 2011). 

 

Figura 02 - Estrutura química de lipoproteínas 

 

Legenda: Estrutura química de lipoproteínas ancoradas na membrana bacteriana. A lipoilação do resíduo cistenil 

amino terminal por um diacilgliceril via uma ligação tioéter é uma característica comum a todas as 

lipoproteínas de membrana bacteriana conhecidas. Algumas lipoproteínas possuem uma terceira 

cadeia de acil no grupo amino do resíduo cisteinil. 

Fonte: CHAMBAUD; WRÓBLEWSKI; BLANCHARD, 1999 (Adpaptado). 

 

 

Micoplasmas podem colonizar ruminantes domésticos (bovinos, ovinos e caprinos), sendo 

alguns patogênicos e outros oportunistas, podendo ocasionar sintomas ou não (CHAZEL et al., 2010). 

Dentre as síndromes associadas a micoplasmas patogênicos destacam-se: a Agalaxia contagiosa (AC), 

causada principalmente por M. agalactiae; Pneumonia não progressiva ovina, causada por M. 

ovipneumoniae; Pleuropneumonia contagiosa caprina, causada por M. capricolum subsp. 
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capripneumoniae; e Pleuropneumonia contagiosa bovina, causada por M. mycoides subsp. mycoides 

(RUFFIN, 2001). Dentre essas síndromes, a Organização Mundial da Saúde Animal, conhecida pela 

sigla OIE (Office International des Epizooties), classifica três micoplasmoses como notificação 

obrigatória por possuírem importante impacto econômico devido à alta morbidade e mortalidade: a 

Pleuropneumonia contagiosa bovina; a Pleuropneumonia contagiosa caprina e a AC. Outros 

micoplasmas que também colonizam ruminantes são: M. arginini, relacionado à infecções 

respiratórias, embora não é considerado um agente primário; M. mycoides subsp capri, relacionado 

com pleuropneumonia e artrite; M. mycoides subsp capricolum, associado à artrite e mastite (RUFFIN, 

2001); e M. bovis associado à mastite e infecções respiratórias (PFÜTZNER; SACHSE, 1996).  

 

2.2 Mecanismos de virulência e patogenicidade em micoplasmas 

 

2.2.1 Adesão à célula hospedeira 

 

Adesão ao hospedeiro é uma etapa fundamental para colonização microbiana e infecção. Essa 

adesão é mediada geralmente por moléculas que estão ancoradas na superfície do micro-organismo e 

pode ocorrer por diversas maneiras (VENGADESAN; NARAYANA, 2011; COZENS; READ, 2012). 

Inicialmente, a bactéria usa moléculas hidrofóbicas para permitir uma adesão fraca e inespecífica. Após 

proximidade com a célula, a bactéria pode realizar ligações mais fortes com a superfície por meio de 

proteínas ou polissacarídeos. Outra forma de adesão específica é por meio de interações proteína-

proteína, envolvendo adesinas e componentes da matriz extracelular. Há também adesinas que não são 

proteínas ou polissacarídeos (COZENS; READ, 2012). A adesão bacteriana pode alterar a sinalização 

celular, permitindo a disseminação do patógeno, evasão das respostas imunes do hospedeiro, 

internalização ou formação de biofilme (COZENS; READ, 2012; STONES; KRACHLER, 2015). A 

citoaderência é a etapa inicial no processo de virulência de micoplasmas patogênicos e precede várias 

respostas das células do hospedeiro, como a indução de citocinas pró-inflamatórias, por exemplo 

(BASEMAN; TULLY, 1997). 

No sistema de adesão “attaching and effacing” em E. coli, a bactéria atua aumentando o 

acúmulo de proteínas do citoesqueleto do hospedeiro, formando microvilosidades absortivas nas quais 

as bactérias se aderem. São ativadas proteínas efetoras do sistema de secreção do tipo III (Tir - receptor 

translocado da intimina) que é inserido nas células-alvo do hospedeiro e funciona como um receptor 

para outra molécula, LEE (uma intimina). Proteínas relacionadas à actina são recrutadas e auxiliam na 

formação de estruturas semelhantes a pedestais nas quais as bactérias de aderem (SOLANKI; TIWARI; 
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TIWARI, 2018). Micoplasmas, incluindo espécies com motilidade específica do tipo glinding, não 

possuem estruturas típicas de adesão homólogas ao pili ou fimbrias (RAZIN; HERRMANN, 2002) e 

apresentam vias menos complexas de sistemas de secreção (ausência de YajC, SecB e, em algumas 

espécies, ausência de SecDF, SecE e SecG) (STAATS et al., 2007). As adesinas melhor caracterizadas 

em micoplasmas são as de micoplasmas de importância humana, M. pneumoniae (causador de 

pneumonia atípica) e M. genitalium (associado à infecções sexualmente transmissíveis), e as adesinas 

de M. gallisepticum (responsável por infecções aviárias), em micoplasmas animais. Esses micro-

organismos possuem uma organela de adesão (bleb) como mostrado na Figura 03, exemplificado pelo 

M. pneumoniae. Esta estrutura é terminal na célula e possui um filamento central com várias adesinas 

(proteínas interativas e acessórias) (WAITES; TALKINGTON, 2004). As proteínas acessórias à 

adesão interagem com moléculas do citoesqueleto para facilitar o movimento lateral e concentrar as 

adesinas na porção terminal do micro-organismo (WAITES; TALKINGTON, 2004).  

 

Figura 03 - Micrografia eletrônica da "organela de adesão" em Mycoplasma pneumoniae 

 

Legenda: Micrografia eletrônica de transmissão do anel traqueal de hamster infectado por Mycoplasma 

pneumoniae. A seta indica a “organela de adesão” em associação próxima ao epitélio. 

Fonte: WAITES; TALKINGTON, 2004. 

 

Em M. pneumoniae várias proteínas (HMW-1, HMW-2, HMW-3, P90, P40, P65 e P30, P116) 

são necessárias na formação do bleb (Figura 04). Após sua formação inicial outras proteínas são 

recrutadas (proteínas B, C e P1) para o bleb funcional. Dentre estas, as proteínas P1 e P30 estão 

diretamente envolvidas no receptor de ligação e as proteínas acessórias HMW, A, B e C não são 

adesinas mas são necessárias para a função do bleb (ROTTEM, 2003; BALISH, 2006; CHAUDHRY; 

VARSHNEY; MALHOTRA, 2007).  
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Figura 04 - Proteínas de adesão de Mycoplasma pneumoniae 

 

Legenda: Representação esquemática de proteínas de adesão e acessórias de M. pneumoniae. 

Fonte: CHAUDHRY; VARSHNEY; MALHOTRA, 2007. 

 

Outros micoplasmas não possuem uma estrutura específica para adesão e ainda assim possuem 

citoaderência mediada por lipoproteínas, como: Lpps (proteínas de membrana rica em serina) em M. 

conjunctivae (BELLOY et al., 2003), Vaa (adesina variável associada à aderência) em M. hominis 

(BOESEN et al., 2001), P40 (FLEURY et al., 2002) e Vpmas (HEGDE et al., 2018) em M. agalactiae, 

e TrmFO em M. bovis (GUO et al., 2017).  

Micoplasmas ligam-se às membranas das células hospedeiras, principalmente pelos receptores 

sialoglicoconjugados ou glicolipídeos sulfatados. Mais de um tipo de receptores podem também estar 

envolvidos na adesão de uma mesma espécie bacteriana (ROTTEM, 2003). A ligação entre receptores-

adesinas tem sido demonstrada em diversas espécies, por exemplo: M. pneumoniae (WILLIAMS et 

al., 2018), M. genitalium (APARICIO et al., 2018), em M. mobile, em peixes (HAMAGUCHI et al., 

2019) e em M. synoviae, em aves (MAY; DUNNE; BROWN, 2014). 

O desenvolvimento de agentes terapêuticos baseadas em adesinas bacterianas é uma 

alternativa à resistência bacteriana à antibióticos. Uma das estratégias baseadas na inibição da adesão 

bacteriana é o uso de receptores análagos para inibidir a adesão. Nesse caso, ocorre inibição 

competitiva com receptores do hospedeiro para interações com adesinas bacterianas, contudo, requer 

múltiplos inibidores para prevenir a adesão. Análogos de adesinas também inibem a adesão por 

competição, contudo efeitos tóxicos e colaterais podem ser observados devido ao mimetismo 

molecular, além disso, grandes quantidades da molécula são necessárias. Adicionalmente, pode-se 

também afetar a adesão bacteriana ao inibir a biossíntese de adesinas (KLEMM; VEJBORG; 

HANCOCK, 2010; COZENS; READ, 2012). A prevenção da infecção bacteriana baseada no estímulo 
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à produção de anticorpos anti-adesinas podem evitar/ diminuir a adesão e a colonização dos micro-

organismos (SOLANKI; TIWARI; TIWARI, 2018). A construção/ seleção de antígenos multiepítopos 

podem solucionar problemas associados com a variabilidade antigênica de algumas proteínas 

(SOLANKI; TIWARI; TIWARI, 2018).  

Diversas estratégias vacinais têm sido estudadas utilizando adesinas bacterianas como alvo 

vacinal. Nesse contexto, destaca-se estudos relacionados à adesinas de E. coli, como as adesinas: CfaE, 

CsbD e CotD usadas em uma estratégia de muiltiepítopos para abranger a variabilidade da sequência 

proteica de fímbrias de estirpes enterotoxigênicas (LIU et al., 2020a), apenas a adesina CfaE (antígenos 

do fator de colonização I) (SINCOCK et al., 2016; ROLLENHAGEN et al., 2019), FaeG (LU; 

MOXLEY; ZHANG, 2019), multiepítopos de CFA do tipo I, II e IV (NANDRE et al., 2018), CFA do 

tipo I, CS1, CS2, CS3, CS4, CS5, CS6, CS21 e EtpA (NANDRE et al., 2016). Algumas dessas 

estratégias foram capazes de induzir respostas de anticorpos, incluso em primatas não humanos 

(NANDRE et al., 2016), ou inibiram a aderência bacteriana in vitro (NANDRE et al., 2018).  

Estudos utilizando adesinas de Spreptococcus pneuomoniae glicoconjugadas tem 

demonstrado resultados mais promissores. Duas proteínas recombinantes multiepítopos (YAPO e 

YAPL) com sequências antigênicas de pneumolisina (Ply), proteína A de superfície pneumocócica 

(PspA) e adesina A de superfície pneumocócica (PsaA) demonstraram indução de resposta imune 

dependente de células T eficaz contra vários sorotipos de S. pneumoniae em camundongos (FENG et 

al., 2020). Estratégias variadas com epítopos da adesina PsaA glicoconjugados também tem sido 

estudados e demonstraram capazes de induzir resposta imune humoral em camundongos (PILLOT et 

al., 2019; PRASANNA et al., 2019). 

 

2.2.2 Proteínas de ligação à Matriz Extracelular 

 

Adesinas bacterianas aderem à matriz extracelular (MEC) do hospedeiro composta por 

proteínas e polissacarideos. No contato, a produção de agentes inflamatórios ativa os fibroblastos do 

estroma induzindo-os a secretar os componentes da MEC, com função estrutural e de adesão. Os 

componentes da MEC incluem colágeno, elastinas, fibronectina, fatores de crescimento e laminina e 

são alvos preferenciais para adesão bacteriana (PATEL; MATHIVANAN; GOYAL, 2017). A MEC 

pode ser dividida em matriz intersticial e membrana basal. Em geral, a matriz intersticial é constituída 

principalmente de colágeno e fibronectina e a membrana basal, constituída de colágeno tipo IV e 

laminina, formando uma estrutura mais compacta da MEC que interage diretamente com células 

endoteliais (Figura 05) (BOYD; THOMAS, 2017). 
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A Fibronectina é uma glicoproteína heterodimérica de multi domínio com a função principal 

de conectar a célula à MEC. A fibronectina se liga à heparina (com baixa afinidade) e fibrina (com alta 

afinidade). A interação fibronectina-fibrina é importante para a adesão do estroma celular, migração 

celular em coágulos de fibrina e para a remoção de macrófagos da circulação após inflamação. A 

fibronectina também se liga ao colágeno (auxiliando na adesão celular) e à integrinas (permite a ligação 

da MEC com o citoesqueleto intracelular) (VACA et al., 2020). As proteínas de ligação à fibronectina 

constituem um grupo diverso de adesinas de superfície em bactérias. Em Staphylococcus aureus, esta 

interação com a fibronectina facilita a ligação bacteriana à superfície da célula hospedeira via integrina 

auxiliando a adesão, invasão e formação de biofilme bacteriano (STONES; KRACHLER, 2015). 

O fibrinogênio é uma proteína hexamérica composta de duas cópias de três cadeias peptídicas: 

Aα, Bβ e γ, secretada por hepatócitos e convertido em fibrina, a qual atua na etapa final da coagulação 

(STANDEVEN; ARIËNS; GRANT, 2005). O fibrinogênio também atua como defesa inicial do 

hospedeiro na infecção por bactérias, limitando fisicamente ou isolando focos bacterianos no tecido 

infectado, recrutando e ativando células imunes inibindo o crescimento e a disseminação microbiana 

(KO; FLICK, 2016). Por outro lado, as proteínas bacterianas de superfície que se ligam ao 

plasminogênio propiciam a agregação bacteriana e formação de biofilme, e promovem resistência à 

fagocitose de neutrófilos (PICKERING et al., 2019). 

As lamininas são os principais constituintes das membranas basais e são as primeiras proteínas 

da MEC a serem produzidas durante a embriogênese. Possuem interações específicas com o colágeno 

tipo IV, proteoglicanos e outros componentes da MEC possuindo papel funcional e estrutural. As 

lamininas são moléculas heterotriméricas e têm aparência plana e em forma de cruz característica, 

compostas por três cadeias, α, β e γ, ligadas entre si por pontes dissulfeto (HAMMERSCHMIDT; 

ROHDE; PREISSNER, 2014).  

 

2.2.3 Proteínas de ligação a outras moléculas do hospedeiro  

 

O plasminogênio é sintetizado no fígado e liberado na circulação sanguínea como um 

zimogênio. É convertido em plasmina pelos ativadores de plasminogênio tecidual (tPA - tissue-type 

plasminogen activator) e pela uroquinase (uPA - urokinase-type plasminogen activator). A principal 

função da plasmina é degradar a fibrina (fibrinólise), atuando na coagulação do sangue, migração 

celular e no reparo de tecidos. A plasmina também ativa a pró-colagenase em colagenase que, por sua 

vez, degrada colágeno, fibronectina, laminina e ativa mediadores do complemento. O plasminogênio é 

regulado pelo inibidor do ativador de plasminogênio 1 e 2 (PAI), α2-antiplasmina e α2-macroglobulina. 
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PAI-1 é regulado pela vitronectina, inibindo a atividade do plasminogênio ao inativar tPA e uPA. Dessa 

forma, na infecção ocorre aumento da produção de plasmina acelerando o dano tecidual beneficiando 

a invasão do patógeno no tecido do hospedeiro. A bactéria recruta plasminogênio à sua superfície, o 

qual será clivado em plasmina, que por sua vez, degrada proteínas da MEC (Figura 05) (SINGH et al., 

2012; HAMMERSCHMIDT; ROHDE; PREISSNER, 2014). 

A lactoferrina é uma proteína relacionada à vários efeitos protetores em mamíferos, possui 

alta afinidade pelo ferro em locais de inflamação sendo a proteína dominante de ligação ao ferro em 

mucosas. É encontrada no leite na maioria das espécies, e em humanos é a glicoproteína mais 

abundante no leite. É secretada pelas células epiteliais, liberada dos grânulos secretores de neutrófilos 

na inflamação e ao ser clivada, libera um peptídeo antimicrobiano, lactoferricina, o qual causa depleção 

de ferro e /ou ruptura da membrana bacteriana. Alguns patógenos possuem receptores à lactoferrina 

para aquisição de ferro para o crescimento e proteção contra peptídeos antimicrobianos catiônicos 

(BARBOZA et al., 2012; MORGENTHAU et al., 2013).  

 

 

 

 

Legenda:  Plasminogênio é recrutado pela superfície bacteriana e convertido em plasmina, a qual degrada a 

membrana basal, laminina e fibronectina. Esse processo permite às bactérias maior adesão e invasão 

aos tecidos do hospedeiro. CE: células epiteliais, MB: membrana basal e MEC: matriz extracelular. 

 Fonte. Adpatado de SINGH et al., 2012.  

 

Figura 05 - Interações entre plasminogênio, matriz extracelular e patógenos 
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Em micoplasmoses as proteínas da superfície bacteriana que se ligam a moléculas do 

hospedeiro são pouco conhecidas e estão descritas na tabela a seguir (tabela 01). 

 

Tabela 01 - Proteínas em espécies de micoplasmas que possuem interações com componentes 

da matriz extracelular (MEC)       

 (continua) 

Mycoplasma sp. Adesina Molécula da MEC Referência 

M. bovis NADH oxidase Fibronectina (ZHAO et al., 2017) 

 TrmFO Fibronectina (GUO et al., 2017) 

 Frutose-1,6-bifosfato 

aldolase 

Fibronectina 

Plasminogênio 

(GAO et al., 2018; 

HUANG et al., 2019) 

 P27 Fibronectina (CHEN et al., 2018) 

M. synoviae MsEno Plasminogênio 

Fibronectina 

(BAO et al., 2014) 

M. pneumoniae Fator de elongação 

Tu 

Fibronectina (BALASUBRAMA

NIAN; KANNAN; 

BASEMAN, 2008) 

 GAPDH Plasminogênio 

Fibrinogênio 

Fibronectina 

Vitronectina 

(DUMKE; 

HAUSNER; 

JACOBS, 2011; 

GRIMMER; 

DUMKE, 2019) 

 GroEL 

DnaK 

Plasminogênio 

Vitronectina 

Fibronectina 

Fibrinogênio 

Lactoferrina 

Laminina 

(HAGEMANN et al., 

2017) 

 Pdh 

GapA 

Ldh 

Pgm 

Pyk 

Tkt 

Fibrinogênio 

Vitronectina 

Laminina 

Plasminogênio 

(GRÜNDEL et al., 

2016b) 

 Pdh 

GapA 

Pyk 

Lactoferrina (GRÜNDEL et al., 

2016b) 

 Pdh 

GapA 

Fibronectina (GRÜNDEL et al., 

2016b) 

M. gallisepticum PlpA Fibronectina (MAY et al., 2006) 

 PDHA 

PDHB 

Plasminogênio (QI et al., 2006) 

 MGEno   
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Tabela 01 - Proteínas em espécies de micoplasmas que possuem interações com componentes 

da matriz extracelular (MEC) 

                                                                                                                                  (conclusão) 

Mycoplasma sp. Adesina Molécula da MEC Referência 

M. hyopneumoniae Frutose-1,6-bifosfato 

aldolase 

Fibronectina (YU et al., 2018a) 

 P116 Fibronectina 

Plasminogênio 

(SEYMOUR et al., 

2010) 

 Fator de elongação 

Tu 

Fibronectina (YU et al., 2018b) 

 P102 

P60 

P42 

Fibronectina 

Plasminogênio 

(SEYMOUR et al., 

2012) 

 Mhp271 Fibronectina (DEUTSCHER et 

al., 2010) 

 MhpEno Plasminogênio (CHEN et al., 2019) 

 P97 

P102 

MHJ_0125 

MHJ_0461 

Plasminogênio (ROBINSON et al., 

2013b; JAROCKI et 

al., 2015) 

 

 P146 Plasminogênio (BOGEMA et al., 

2012) 

 Mhp107 Plasminogênio 

Fibronectina 

(SEYMOUR et al., 

2011) 

  Fibronectina (MAY et al., 2006) 

  Plasminogênio (QI et al., 2018) 

  Plasminogênio (CHEN et al., 2011) 

 

2.2.4 Mecanismos de evasão do sistema imune em micoplasmas 

 

A adesão à célula hospedeira é fundamental na colonização, contudo, apenas a adesão 

não é suficiente para estabelecer e manter a infecção (STONES; KRACHLER, 2015). Além da 

adesão, micoplasmas possuem outras propriedades biológicas importantes na virulência, como 

a geração de peróxido de hidrogênio e radicais superóxidos, os quais induzem o extresse 

oxidativo; competição e depleção de nutrientes ou precursores biossintéticos; presença de 

cápsula; variação antigênica de fase e de alta frequência; secreção de enzimas; e invasão 

intracelular (BASEMAN; TULLY, 1997). 

Em micoplasmas, três processos principais modulam a superfície do micoplasma e a 

estrutura antigênica: (1) alta frequência de ativação/ desativação de genes, resultando em 

diferenças na expressão de proteínas de superfície (variação de fase); (2) variação no 

comprimento da cadeia peptídica da lipoproteína (variação de tamanho, com repetições in 

tandem) e (3) mimetismo de regiões da lipoproteína (ROTTEM; NAOT, 1998). A ativação/ 
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desativação de genes é responsável pelas principais alterações antigênicas que ocorrem em alta 

frequência nas populações clonais de micoplasma. Dois tipos de ativação/ desativação de genes 

que alteram a expressão foram descritos e são baseados em inserção/ deleção de nucleotídeos, 

ou em recombinação de DNA com recombinase específica. O primeiro sistema consiste em um 

agrupamento de genes que codificam várias lipoproteínas relacionadas. Cada gene representa 

uma única unidade de transcrição. A inserção ou deleção de um único nucleotídeo na região 

promotora é suficiente para evitar a transcrição independentemente para cada gene e resulta na 

célula expressando um único produto ou uma combinação de qualquer produto de determinada 

lipoproteína. O segundo mecanismo associado com variação de fase em micoplasmas é baseado 

em rearranjos de DNA com uma recombinase específica, silenciando um gene enquanto outros 

são expressos (CITTI; NOUVEL; BARANOWSKI, 2010). O mimetismo molecular, por sua 

vez, permite que epítopos antigênicos sejam semelhantes em diferentes micoplasmas e células 

hospedeiras promovendo não apenas a evasão do sistema imune, mas também, a indução de 

autoanticorpos (ROTTEM; NAOT, 1998). Esses mecanismos de variação antigênica das 

lipoproteínas de superfície modulam as interações do micoplasma com o ambiente do 

hospedeiro, como a ligação do anticorpo às lipoproteínas (CITTI; NOUVEL; BARANOWSKI, 

2010). 

Alguns micoplasmas, além de aderir às células, possuem também mecanismos para 

entrar em células eucarióticas não fagocíticas, como M. gallisepticum (WINNER; 

ROSENGARTEN; CITTI, 2000), M. hyorinis (KORNSPAN; TARSHIS; ROTTEM, 2010), M. 

genitallium (UENO et al., 2008), M. synoviae (DUŠANIĆ et al., 2009), M. suis (GROEBEL et 

al., 2009), M. bovis (BÜRKI et al., 2015) e U. diverum (MARQUES et al., 2009, 2010; 

AMORIM et al., 2014). Micoplasmas intracelulares estão protegidos da resposta imune 

humoral e da ação de muitos antibióticos. Quando estão dentro da célula podem se localizar no 

citoplasma na região perinuclear, como demonstrado em infecções de Hep-2 por U. diversum, 

por exemplo (MARQUES et al., 2010). A invasão está associada às adesinas e receptores da 

célula hospedeira. Em geral, a invasão é baseada na capacidade de várias bactérias de se ligar à 

fibronectina ou polissacarídeos sulfatados (ROTTEM, 2003). 

 

2.3 Mycoplasma agalactiae e agalaxia contagiosa (AC) 

 

 Agalaxia contagiosa (AC) foi descrita clinicamente pela primeira vez em 1816 na Itália, 

contudo foi apenas em 1871 que a doença foi chamada de Agalaxia contagiosa. M. agalactiae, 
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o principal agente causador da AC em caprinos e ovinos (responsável por mais de 80% das 

infecções), foi isolado e cultivado pela primeira vez por Bridre e Donatien, em 1923. Em 1931, 

Wroblewski denominou o patógeno de Anulomyces agalaxie e apenas em 1957, após mudanças 

na taxonomia de micoplasmas, o pesquisador Freundt chamou o agente de M. agalactiae 

(MADANAT; ZENDULKOVÁ; POSPÍŠIL, 2001; KUMAR et al., 2014). M. capricolum 

subsp. capricolum e M. mycoides subsp. capri também são agentes causadores da AC em 

pequenos ruminantes (ASSUNCAO et al., 2006; BARANOWSKI et al., 2010; BECKER et al., 

2012; CHAZEL et al., 2010, NICHOLAS, AYLING, LORIA, 2008). M. putrefaciens também 

pode causar AC (CHAZEL et al., 2010; GÓMEZ-MARTÍN et al., 2013), ou, segundo outros 

autores, causa uma doença com manifestações clínicas e patológicas similares (MADANAT; 

ZENDULKOVÁ; POSPÍŠIL, 2001; KUMAR et al., 2014). Co-infecções de espécies de 

micoplasmas foram descritas (AMORES et al., 2011; GÓMEZ-MARTÍN et al., 2013). 

 A AC é uma doença com alta morbidade e mortalidade. Até 60% de um rebanho 

infectado pode possuir sinais clínicos e a mortalidade de animais jovens pode ser de até 70%. 

A doença causa, principalmente, redução ou ausência da produção de leite e abortos. Devido os 

custos com diagnóstico, tratamento e prevenção a AC é considerada um importante problema 

de saúde pública veterinário. As perdas estimadas atingem cerca 30 milhões de dólares por ano 

em países europeus, principalmente em países com produção intensiva de ovelhas e cabras 

(MADANAT; ZENDULKOVÁ; POSPÍŠIL, 2001; NICHOLAS, 2002). Foi relatada perda de 

mais de 100 000 € para controle da doença, em uma única fazenda na Itália, indicando que as 

perdas financeiras relacionadas a essa doença são altas e subestimadas (LORIA et al., 2019). 

M. agalactiae é imóvel, possui morfologia cocóide e diâmetro entre 124-250 nm. Cresce 

em meio SP4 ou Hayflick à 37 °C, pH 7,6. Possui vias metabólicas incompletas, portanto 

necessita de meio de cultivo suplementado com glicose ou piruvato, como fontes de energia; 

soro animal, para fornecimento de esterol, essencial para a síntese da membrana plasmática; 

extrato de levedura e aminoácidos como fonte de precursores de compostos nitrogenados para 

a síntese de proteínas e ácidos nucleicos. Em meio sólido, produz colônias de aparência típica 

de “ovo frito”, e forma "películas e manchas" (composta de colesterol, fosfolipídios e sais de 

ácidos graxos) devido a reação ao soro animal (BERGEY, 2010).  

A Agalaxia contagiosa, assim como a pleuropneumonia contagiosa bovina, causada pelo 

Mycoplasma mycoides subsp. mycoides, e pleuropneumonia contagiosa caprina, causada pelo 

Mycoplasma capricolum subspecie capripneumoniae são classificadas pela World 

Organization for Animal Health (OIE) como doenças de notificação obrigatória, pelo impacto 
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econômico significativo na pecuária (OIE, 2019). Agalaxia contagiosa acomete pequenos 

ruminantes no mundo, principalmente em países asiáticos, subdesenvolvidos e países do Mar 

Mediterrâneo (KUMAR et al., 2014; OIE, 2018). Em áreas endêmicas, como na Espanha, M. 

agalactiae, foi isolado em 40% do rebanho com 66% de prevalência sorológica (DE LA FE et 

al., 2005) e frequência de aproximadamente 11% em animais selvagens (VERBISCK-

BUCKER et al., 2008; CHAZEL et al., 2010; VERBISCK et al., 2010) demonstrando não 

apenas alta frequência, mas também, ampla distribuição (ARIZA-MIGUEL; RODRÍGUEZ-

LÁZARO; HERNÁNDEZ, 2012). A presença de isolados atípicos de M. agalactiae em animais 

selvagens também tem sido relatado (TARDY et al., 2012). Além disso, M. agalactiae foi 

detectado em 88% dos centros de inseminação analisados, demonstrando a presença do micro-

organismo em animais portadores assintomáticos em programas reprodutivos (AMORES et al., 

2011). Tipagens moleculares em amostras espanholas (n=410) mostraram alta homogeneidade 

genômica caracterizando a circulação de uma única população clonal endêmica (ARIZA-

MIGUEL; RODRÍGUEZ-LÁZARO; HERNÁNDEZ, 2013). Entretanto, estudos prévios de 

tipagem molecular indicaram que isolados espanhóis de uma área endêmica possuíam 

diferentes isolados clonais (DE LA FE et al., 2012). 

No Brasil, a presença de micoplasmas em pequenos ruminantes é subnotificada, 

especificamente, existem poucos estudos de prevalência de M. agalactiae em rebanhos caprinos 

e ovinos nacionais. Em São Paulo, em 2004, foi relatado a presença de Mycoplasma sp. como 

agente causador de artrite em ovinos, contudo a espécie não foi identificada (GREGORY et al., 

2004). Os primeiros surtos de Agalaxia contagiosa ocasionada por M. agalactiae foram 

identificados na Paraíba entre 2001 e 2002 (DE AZEVEDO et al., 2006). Os animais 

apresentaram mastite, poliartrite, conjuntivite, febre e anorexia, morbidade de até 100%, 

mortalidade de até 36% e 84 animais foram eutanasiados para controle da doença (DE 

AZEVEDO et al., 2006). Posteriormente, M. agalactiae foi identificado novamente em 

amostras de leite (BANDEIRA et al., 2008; PEIXOTO et al., 2018; LOPES et al., 2019; 

MATOS et al., 2019) e sêmen (ALVES et al., 2013) de cabra no nordeste brasileiro e em 

amostras de leite no Rio de Janeiro (SANTOS et al., 2014). Na Bahia, recentemente foi 

detectado, pela primeira vez, DNA de M. agalactiae em amostra de swab de caprinos (4,5%) 

(n=6) de propriedades do sudoeste do estado (CASTILHO JUNIOR et al., 2021). Infecção 

congênita em cabras também foram descritas no país (SILVA et al., 2014). Prevalência 

sorológica, na Paraíba, de até 48% foi identificada (GOMES, 2016).  



41 

 

 

 

A infecção por M. agalactiae inicialmente causa febre alta, seguida de disseminção 

hematogênica, atinge as articulações, olhos e glândulas mamárias, sinais da tríade clássica. A 

atrofia da glândula mamária e diminuição ou ausência na produção de leite é o principal sinal 

clínico em animais em amamentação, seguido por artrite, conjuntivite, aborto e problemas 

respiratórios. Em animais adultos ocorre a artrite, conjuntivite e alterações respiratórias. Em 

animais jovens destacam-se os distúrbios respiratórios, articulares e oculares. Problemas 

respiratórios e genitais podem também ser considerados como sinais “atípicos” da doença 

(BERGONIER; BERTHELOT; POUMARAT, 1997). 

A hipogalaxia pode ser transitória, abrupta ou total, unilateral ou bilateral. Ocorre a 

artrite ou poliartrite, com edema doloroso e acúmulo de líquido sinovial nas articulações do 

carpo e do tarso e pode evoluir para a perda de motilidade na doença crônica. A conjuntivite 

pode progredir para ceratite parenquimatosa com revascularização da córnea de um ou ambos 

os olhos, podendo evoluir causando cegueira (BERGONIER; BERTHELOT; POUMARAT, 

1997; KUMAR et al., 2014). Com menos frequência, podem ocorrer aborto ou natimortos 

devido à inflamação do útero (KUMAR et al., 2014; HOSSEIN ABADI et al., 2019). Lesões 

cerebrais em ovelhas infectadas experimentalmente por M. agalactiae foram descritas e 

provavelmente a presença do micoplasma estava relacionada à encefalite não purulenta e ataxia 

em animais jovens (ROSALES et al., 2017). Contudo a tríade de sintomas mamários, oculares 

e articulares caracteriza a agalaxia contagiosa, porém nem sempre ocorrem simultaneamente. 

As formas subclínicas ou assintomáticos têm sido relatadas resultando na disseminação 

ambiental pelo leite e outros fluidos do animal dificultando o controle do agente no rebanho 

(BERGONIER; BERTHELOT; POUMARAT, 1997; GLEW et al., 2000b; SANCHIS et al., 

2000; ADDIS et al., 2011). 

Inicialmente, M. agalactiae e M. bovis foram considerados ser a mesma espécie devido 

às similaridades morfológicas, antigênicas e de vias metabólicas, dificultando distingui-los 

(RAZIN, 1968; KUMAR et al., 2014). Ambos compartilham >99,8% de similaridade na 

sequência do 16S rRNA  e foram agrupados filogeneticamente no cluster M. lipophilum do 

grupo hominis (PETTERSSON; UHLEN; JOHANSSON, 1996). Atualmente, M. agalactiae 

está agrupado no cluster bovis baseado na árvore filogenética construída a partir das análises 

dos genes adk, efp, gmk e gyrB (THOMPSON et al., 2011). As análises confirmaram que essas 

espécies são geneticamente relacionadas, mas não são idênticas, além de não compartilharem 

nenhum polimorfismo na sequência gênica do 16S rRNA (PETTERSSON; UHLEN; 

JOHANSSON, 1996). 
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2.4 Controle da agalaxia contagiosa 

 

2.4.1 Terapia antimicrobiana 

 

Terapia antimicrobiana é a principal forma de controle da agalaxia contagiosa 

(MADANAT; ZENDULKOVÁ; POSPÍŠIL, 2001). Contudo, alguns fatores devem ser 

considerados na administração de antibióticos em infecções por Mycoplasma sp., uma vez que 

não possuem parede celular e não possuem algumas vias metabólicas ou vias incompletas, como 

descrito anteriormente. Portanto, possuem resistência intrínseca à antibióticos como β-

lactâmicos, glicopeptídeos e fosfomicina, que atuam na síntese da parede celular e são 

ineficazes nesses micro-organismos. Além disso, também possuem resistência natural à 

rifampicina (devido à uma mutação no gene rpoB), polimixina, sulfonamidas e quinolonas de 

primeira geração (devido a ausência de lipopolissacarídeos e síntese de ácido fólico). Desta 

maneira são usados tetraciclinas, macrolídeos e pleuromutolinas os quais inibiem a síntese 

proteica ligando na subunidade 50S ou 30S ribossomal ou antibióticos que inibem a replicação 

do DNA, como o uso de fluoroquinolonas (GAUTIER-BOUCHARDON, 2018).  

A sensibildade de M. agalactiae a antibióticos tem sido mencionada. A enrofloxacina 

mostrou-se eficaz contra M. agalactiae, assim como a tilosina e tetraciclina. Contudo, alguns 

isolados do micoplasma apresentaram valores de MIC maior que 1 µg.mL-1 para tetraciclina, 

tilosina e espiramicina (LORIA et al., 2003). Estudos posteriores também verificaram a 

sensibilidade para enrofloxacina, ciprofloxacina e tilosina (PATERNA et al., 2013). 

Quinolonas e clindamicina também demonstraram serem eficazes contra isolados de M. 

agalactiae obtidos de amostras de leite de ovelhas enquanto, os mesmos isolados demonstraram 

valores de MIC mais altos com eritromicina, cloranfenicol e macrolídeos (DE GARNICA et 

al., 2013). Outro estudo menciona que fluoroquinolonas, tetraciclinas e macrolídeos foram os 

antibióticos mais efetivos contra M. agalactiae, e apresentou resistência à estreptomicina, 

eritromicina e ácido naldixico (ANTUNES et al., 2008). Em amostras de M. agalactiae isoladas 

de cabras obtidas ao longo de 25 anos, verificou-se aumento do MIC para tetracilina e 

macrolídeos, exceto fluoroquinolonas. Por outro lado, em isolados de ovinos, o aumento do 

MIC foi observado apenas em alguns macrolídeos (POUMARAT et al., 2016). Outros autores 

relataram também resistência à eritromicina e tetraciclina (FILIOUSSIS et al., 2014). 
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Contudo, se a dose terapêutica não é bem definida e o antibiótico ideal não é 

administrado por período suficiente, resultados no tratamento podem ser ineficazes. O micro-

organismo pode continuar a ser disseminado no ambiente, outros animais podem ser infectados 

e isolados resistentes podem ser selecionadas (MADANAT; ZENDULKOVÁ; POSPÍŠIL, 

2001). 

 

2.4.2 Vacinologia 

 

Diversas vacinas foram desenvolvidas ou propostas na micoplasmologia humana e 

animal, poucas são satisfatórias para animais, e grande parte apresentou limitações na 

prevenção das respectivas doenças ou apresentaram características de indução de resposta auto-

imune (RUFFIN, 2001; NICHOLAS; AYLING; MCAULIFFE, 2009a).  

Para Mycoplasma agactiae, na Itália, usou-se por muito tempo vacinas autógenas, de 

eficácia não comprovada, obtidas de homogeneizados de leite, cérebro e glândula mamária de 

ovelhas infectadas. Entretanto, o uso desse tipo de vacina foi interrompido devido sua relação 

com surto grave de scrapie em 1997 e 1998 (CARAMELLI et al., 2001). Em estudo prospectivo 

observou que províncias onde essa vacina foi administrada resultou em maiores taxas da doença 

quando compradas com províncias onde a vacina não foi administrada (BERTOLINI et al., 

2012). 

Vacinas atenuadas ou vacinas inativadas contra Agalaxia contagiosa são as mais 

estudadas e mais utilizadas. As primeiras são conhecidas por fornecerem melhor imunidade 

(FOGGIE et al., 1971). Vacinas atenuadas têm sido usadas na Turquia e demonstraram ser mais 

protetoras, contudo seu uso não é permitido em muitos países, inclusive em países da Europa 

(NICHOLAS; AYLING; MCAULIFFE, 2009b; OIE, 2018). Além disso, elas podem promover 

uma infecção temporária e por esse motivo, não são recomendadas para animais lactantes (OIE, 

2018). 

Vacinas inativadas, por outro lado, são permitidas na maioria dos países. Diversas 

formulações vacinais têm sido avaliadas. Estudos prévios avaliaram que tanto vacinas 

inativadas com saponina como vacinas inativadas com fenol são protetoras contra Agalaxia 

contagiosa causada por M. agalactiae (TOLA et al., 1999). Vacinas inativadas com formalina 

e administradas com hidróxido de alumínio ou hidróxido de alumínio mais saponina 

demonstraram serem capazes de diminuir os sinais clínicos, mas não forneceram completa 

prevenção à doença (DE LA FE et al., 2007b). Técnicas de inativação por formaldeído e fenol 
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foram comparadas e foi demonstrado que ambas vacinas produziram resposta imune humoral 

em cabras por no mínimo 6 meses (DE LA FE et al., 2007a). Outro estudo avaliando adjuvantes 

oleosos na composição vacinal observou melhores resultados ao usar a composição de 

Montanide ISA-563, Marcol-52 e Montane-80 (razão 30%, 63%, 7% respectivamente), as quais 

foram não apenas amplamente protetora, mas também impediu o desenvolvimento de sinais 

clínicos e infecção por M. agalactiae (BUONAVOGLIA et al., 2008).  

No Brasil não há vacinas comerciais disponíveis, como também, não há legislações 

disponíveis quanto ao seu uso. Estudos nacionais também observaram maior efeito protetor em 

vacinas inativadas administradas com adjuvantes oleosos quando comparadas à vacinas com 

adjuvantes aquosos (ALCÂNTARA et al., 2013). 

Outra alternativa vacinal foi a vacina de DNA formulada a partir do gene codificador 

da lipoproteína P48 estudada em camundongos BALB/c. Esta, demonstrou induzir resposta 

imune tanto Th1 quando Th2 (CHESSA et al., 2009). 

 

 

2.5 Mycoplasma agalactiae 

 

Até o momento, apenas sete isolados de M. agalactiae foram sequenciados: 5632 

(NOUVEL et al., 2010), JF4428 (FREY; LISANDRA; RYCHENER, 2016), PG2 (SIRAND-

PUGNET et al., 2007), GrTh01 (FILIOUSSIS e FREY, 2019), 7784 (MONTERO-BLAY et 

al., 2019), 4867 (DORDET-FRISONI et al., 2019) e 14628 (TARDY et al., 2012). Destes, 

apenas os quatro primeiros genomas estão fechados e disponíveis em banco de dados públicos. 

O tamanho médio do genoma dessa bactéria é de 897 Kpb (1010 - 853 Kpb), 29,7% de conteúdo 

GC e em média 690 CDS. Assim como outros micoplasmas, M. agalactiae também usa o códon 

UGA como codificador de triptofano em vez de um códon de parada universal da síntese 

proteica (BERGEY, 2010). Apesar de poucos genomas e estudos publicados, informações 

importantes sobre o conteúdo gênico dessa bactéria são viáveis.  

Ao ser comparado com outros molicutes, M. agalactiae possui 18% dos genes 

transferidos horizontalmente ou adquiridos de micoplasmas do “cluster mycoides” que são 

filogeneticamente distantes apesar de compartilhar o mesmo hospedeiro. Este foi o primeiro 

relato de transferência de genes em larga escala entre micoplasmas (SIRAND-PUGNET et al., 

2007). Posteriormente foi descrito que M. agalactiae possui dois mecanismos conjugativos. O 

primeiro, é a disseminação horizontal convencional de um ICE, denominado ICEA, (Elemento 
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Integrativo e Conjugativo - elementos genéticos móveis auto-transmissíveis que codificam sua 

excisão e transferência por conjugação e integração no genoma da célula receptora). Nesse 

processo, informações genéticas são transferidas de células ICE-positivas para ICE-negativas. 

E um segundo mecanismo conjugativo (diferente do modelo Hfr ou oriT) o qual permite realizar 

transferências cromossômicas, de células ICE-negativas para ICE-positivas, de até 17% do seu 

genoma tanto de genes cores quanto de genes acessórios resultando em ganho/ perda simultâneo 

de até 35 CDS além de criar variações genéticas que podem alterar a regulação e/ ou expressão 

de genes, caracterizando um mecanismo atípico de transferência horizontal de genes. Desta 

maneira, qualquer loci pode ser transferido em qualquer combinação, contribuindo para sua 

diversidade genética. É necessário que a autotransmissão horizontal do ICE e a transferência 

cromossômica ocorram simultaneamente e possuam a mesma frequência entre as células para 

que ocorra a transferência (DORDET-FRISONI et al., 2014, 2019). 

M. agalactiae possui importantes lipoproteínas de superfície variáveis, denominadas 

Vpmas ou Agr, as quais realizam rearranjos de DNA dentro do locus gênico vpma. (FLITMAN-

TENE et al., 2000; GLEW et al., 2000b). Essa variação antigênica em M. agalactiae consiste 

em uma variação de fase ou tamanho de alta frequência que afetam a expressão (variação de 

fase) e / ou a estrutura (variação de tamanho) de cada gene da família multigênica (GLEW et 

al., 2000b). Na estirpe PG2 foram identificados seis genes agrupados no locus vpma e uma 

recombinase, Xer1 (GLEW et al., 2002), posteriormente, foi demonstrado por meio da 

inativação de xer1, que a enzima codificada por esse gene é essencial para a variabilidade de 

Vpmas, a qual foi reestabelecida após complementação (CHOPRA-DEWASTHALY et al., 

2008). Ao comparar a estirpe PG2 e o isolado 5632 foi evidenciado que, além de 5632 possuir 

cerca de 76% de material genético adicional composto por elementos genéticos móveis, 5632 

também possui 95 CDS adicionais, dentre elas, 23 CDS relacionadas ao locus vpma (apenas 6 

genes na estirpe PG2) (NOUVEL et al., 2010). Os 23 genes vpma estão presentes em dois loci, 

locus I e II, com 16 e 7 genes, respectivamente, sendo que todos os genes do locus II estão 

também presentes no locus I, contudo, ao avaliar 92 amostras deste micoplasma, a presença do 

locus II só foi identificado em 3 estirpes, demonstrando que a presença do locus II de vpma é 

um evento raro, enquanto o locus I foi identificado em todas as amostras analisadas. A presença 

de dois loci vpma permite a expressão de duas Vpmas concomitantes multiplicando o número 

de combinações possíveis nas moléculas de superfície (NOUVEL et al., 2009). O escape do 

sistema imune também tem sido estudado in vitro. Ao usar anticorpos específicos anti-Vpma, 

verificou-se que Xer1 medeia mudança fenotípica para um Vpma alternativo, o anticorpo causa 
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repressão do Vpma alvo e induz a expressão de outra molécula do locus vpma. Contudo, a 

variação antigênica continua se xer1 é inativado por meio de deleções intragênicas e quimeras 

de genes demonstrando regulação da expressão gênica sob pressão imunológica (CZURDA et 

al., 2017). 

Em geral, micoplasmas são caracterizados por vias metabólicas incompletas. 

Metabolicamente M. agalactiae não fermenta glicose, nem hidrolisa arginina ou metaboliza 

ureia, ao contrário da maioria das espécies da família Micoplasmataceae (KUMAR et al., 2014). 

M. agalactiae não possui genes codificadores de transportadores envolvidos no metabolismo 

de glicose, glicose fosfotransferase (PTS) (ptsG), frutose e manose (fruA), manitol (mtlA) e 

glicerofosfocolina (glpU). Da mesma maneira, algumas enzimas citoplasmáticas exclusivas do 

metabolismo dessas moléculas também estão ausentes no genoma (fruK, mtlD e glpQ), assim 

como a fosfofrutoquinase (Pfk). Contudo, genes codificadores da lactato desidrogenase, álcool 

desidrogenase e acetato quinase estão presentes em duas cópias no genoma de M. agalactiae 

enquanto em M. pneumoniae estão presentes em uma única cópia. Além disso, M. agalactiae 

não possui gene para o metabolismo de arginina e usa lactato, piruvato e/ou glicerol como fonte 

de carbono como demonstrado experimentalmente por MONTERO-BLAY et al., (2020). 

 

2.5.1 Patogenicidade e proteínas de membrana de Mycoplasma agalactiae 

 

Apesar das informações do sequenciamento de M. agalactiae nos últimos anos, pouco 

se sabe sobre os mecanismos de sua virulência e patogenicidade. Estudo do proteoma de 

proteínas lipossolúveis identificou que a estirpe PG2 possui 194 moléculas de superfície, 

correspondendo à 26% de todos genes, a maioria dessas (19%) de função desconhecida 

(CACCIOTTO et al., 2010). O mesmo estudo identificou que a estirpe PG2 e dois isolados de 

campo possuem diferenças na expressão proteica (CACCIOTTO et al., 2010). Estudos de 

variabilidade antigênica entre a fração lipossolúvel de 80 isolados de quatro diferentes regiões 

da Itália e PG2 evidenciaram várias proteínas comuns entre 40 e 90 KDa, e proteínas 

imunodominantes de 50 e 80 KDa (TOLA et al., 1996). Entretanto, análises de 29 isolados de 

campo de ovelhas e cabras de regiões da França, uma estirpe vacinal (190) e a estirpe PG2 

demonstraram perfis proteicos similares, mas com perfis antigênicos diferentes de acordo com 

a origem geográfica: um grupo de amostras demonstrou fraca antigenicidade em proteínas entre 

25 e 36 KDa e outro grupo apresentou forte perfil antigênico entre proteínas com o mesmo peso 

molecular do grupo anterior, principalmente de proteínas com 29 KDa (SOLSONA; 
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LAMBERT; POUMARAT, 1996). Análises mais amplas, com 245 isolados de campo 

originados de diversos países, permitiu agrupar sorologicamente os micro-organismos em oito 

sorotipos (A-H), a maioria desses (79,3%) foram classificados como pertencentes ao sorogrupo 

A, além disso, quatro sorotipos exibiram alta variação fenotípica em sua superfície 

(BERGONIER et al., 1996). 

A primeira molécula de superfície funcionalmente caracterizada desse micro-

organismo foi a lipoproteína imunodominante P48 (ROSATI et al., 1999, 2000; CHEEMA et 

al., 2017). Em seguida foi descrito a proteína P30, a qual possui baixa homologia (25% de 

identidade) com lipoproteínas variáveis na superfície de M. bovis. A P30 induz anticorpos que 

persistem no mínimo dois meses pós-infecção. Apesar de P30 ser específica de M. agalactiae, 

essa proteína de membrana não está presente em todas os isolados (ausente nos sorotipos E, F, 

G e H), além de apresentar pequenas variações nas sequências, contudo não apresenta alta 

frequência de variação de fase (FLEURY et al., 2001). A lipoproteína P40 por sua vez, também 

demonstrou ser um antígeno imunodominante, induziu produção de anticorpos no mínimo por 

três meses após infecção experimental em ovelhas, e ao contrário da proteína P30, P40 está 

ausente apenas no sorotipo C (devido a inserções ou deleções causando a interrupção prematura 

na tradução) (sorotipo C representa 3,6% dos isolados de M. agalactiae) (Bergonier et al., 

1996), contudo apresenta níveis de expressão variada entre os isolados (FLEURY et al., 2001). 

A diferença de expressão pode estar relacionada a variações na sequência -10 do promotor, a 

regiões upstream e diferentes códons de iniciação na região de ligação ao ribossomo. Pequenas 

variações no tamanho da proteína entre isolados também foram descritas. A P40 foi 

caracterizada como uma proteína de membrana com função de citoadesina (FLEURY et al., 

2002). M. agalactiae mutantes para o gene codificador do piruvato desidrogenase demonstrou 

que essa molécula está envolvida no crescimento e morfologia in vitro, as colônias 

apresentaram menor tamanho e não possuíam a característica típica de “ovo frito”, além disso, 

a cepa mutante perdeu o potencial de invasividade quando comparado com a cepa selvagem e 

a complementar (HEGDE; ROSENGARTEN; CHOPRA-DEWASTHALY, 2015). Outra 

proteína, MAG_5040 foi classificada como uma lipoproteína contendo o domínio SNase de 

Staphylococcus aureus, e foi caracterizada como a primeira proteína com atividade de endo e 

exonuclease descrita nessa espécie (CACCIOTTO et al., 2013). Três peptídeos sintéticos 

baseados nas sequências das lipoproteínas P48, P80 e MAG_1000 combinandas ou usadas 

individualmente foram capazes de induzir NETose em neutrófilos de ovelhas. Este resultado, 
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pode não estar relacionado à sequência específica de aminoácidos e induziu produção de IL-8 

e ativação de TLR-2 (CACCIOTTO et al., 2016). 

Inoculações intramamárias experimentais em ovelhas com a estirpe PG2 mutante com 

genes interrompidos por transposons e seleção negativa, identificou sete genes envolvidos com 

a infecção local. Destacam-se genes que codificam as proteínas hipotéticas, MAG3390 e 

MAG4460. A primeira, não possui homologia com outro gene em espécies de micoplasmas e 

nenhum motivo funcional. A segunda, possui 83% de identidade com a lipoproteína 

MBOVPG45_0528 de M. bovis e um motivo fosfatase-hidrolase. Além disso foram 

identificados genes codificadores de duas proteínas MAG1050 e MAG2540 preditas como 

lipoproteínas e os genes uhpT (proteína de transporte), eutD (fosfotransacetilase) e adhT (álcool 

dehidrogenase) (HEGDE et al., 2015b). 

As lipoproteínas de M. agalactiae mais descritas são as Vpma, ou também chamadas 

de Avg (FLITMAN-TENE et al., 2000; GLEW et al., 2000b). São lipoproteínas importantes 

que possuem alta frequência de variação de fase (NOUVEL et al., 2009). In vivo, mutantes 

parciais de Vpma expressando apenas VpmaU e VpmaY demonstraram induzir reduzida 

imunogenicidade ao longo de 26 dias de infecção comparado com a estirpe selvagem, PG2, 

além de aumentar a carga bacteriana em amostras de leite. Animais infectados com a estirpe 

selvagem também apresentaram neutropenia e linfopenia mais precoce e/ ou mais forte quando 

comparado ao grupo infectado com a estirpe mutante. Todas ovelhas infectadas com PG2 ou 

com os mutantes desenvolveram mastite severa diminuindo a produção de leite. Observou-se 

maior frequência de isolamento de M. agalactiae em amostras de leite de animais infectados 

com PG2 do que em animais infectados com a estirpe mutante, demonstrando que a variação 

de fase em Vpma pode ter função importante na disseminação, colonização e persistência da 

infecção em ovelhas infectadas ou que outros Vpmas (VpmaW, VpmaX, VpmaZ e VpmaV) 

presentes em PG2, mas ausentes nos mutantes, fornecem vantagem seletiva na disseminação e 

invasão do úbere (CHOPRA-DEWASTHALY et al., 2012). In vivo, Vpma demonstrou ser 

independente de Xer-1, uma vez que PG2 foi capaz de expressar novos Vpmas em estirpes que 

expressavam apenas VpmaU e VpmaY in vitro e mutantes para a recombinase xer-1, 

provavelmente pela pressão seletiva induzida pela resposta imune do hospedeiro. As infecções 

in vivo com mutantes expressando Vmpa Y demonstraram maior fitness, principalmente no 

inicio de infecções intramamárias e conjuntivais (CHOPRA-DEWASTHALY et al., 2017). 

Além disso, foi observado que PG2 mutante expressando apenas VpmaV possui maior taxa de 

adesão, ao contrário dos mutantes expressando apenas VpmaU que possuem a menor taxa de 
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adesão em células HeLa, células mamárias epiteliais e estromais de ovelhas, caracterizando 

essas moléculas também como importantes citoadesinas de M. agalactiae (HEGDE et al., 

2018). Apesar dessas moléculas estarem envolvidas na adesão celular elas são incapazes de se 

ligarem à fibronectina e plasminogênio bovino (HEGDE et al., 2018).  

Inicialmente acreditava-se que M. agalactiae não possuísse capacidade de invasão à 

células não fagocíticas (ADDIS et al., 2011), contudo, esse micro-organismo invade células 

primárias mamárias e uterinas de ovelhas (tanto células epiteliais quanto células estromais) 

(HEGDE et al., 2015a), células HeLa, BEND (células de endométrio bovino) e BLF 

(fibroblastos de pulmão de búfalo) (HEGDE et al., 2014). Dentre todas Vpma, VpmaU parece 

ser a proteína com menor capacidade invasiva e VpmaV indicou maior taxa de invasão em 

células HeLa (HEGDE et al., 2018). 

 Recentemente, análises de bioinformática (BARBOSA, 2016; BARBOSA et al., 

2020), confirmaram estudos anteriores (CACCIOTTO et al., 2010), ao identificar 156 proteínas 

localizadas ou associadas à membrana a partir do genoma da estirpe PG2. Entre elas, duas novas 

proteínas foram caracterizadas como antigênicas e imunogênicas por análises in sílico, são: 

MAG_1560 (WP_011949336.1) e MAG_6130 (WP_011949770.1) (BARBOSA, 2016; 

BARBOSA et al., 2020). 

 

2.6 Resposta ao dano no DNA (DNA Damage Response – DDR) 

 

As células são expostas a fatores prejudiciais à estabilidade e integridade do genoma. 

Diferentes fatores podem levar a diferentes tipos de danos ao DNA. A radiação ionizante e 

drogas quimioterápicas podem levar a quebras de fita dupla no DNA (DSBs). A luz ultravioleta 

pode resultar em quebras de fita simples (SSBs) e de fita dupla no DNA. Espécies reativas de 

oxigênio (ROS) podem causar quebras de fita simples e erros de replicação podem levar a danos 

de incompatibilidade (WANG et al., 2020). As infecções bacterianas também causam danos e 

prejudicam o reparo do DNA (ŽGUR-BERTOK, 2013). Bactérias podem ativar vias de reparo 

ao DNA por efeitos diretos pela produção de genotoxinas ou indiretamente pelo estímulo de 

ROS ou RNS (espécies reativas de nitrogênio) as quais ativam, de forma prolongada ou 

excessiva, células do sistema imune do hospedeiro (ESPINOZA; MINAMI, 2018). 

Dependendo da extensão do dano ao DNA pode ocorrer parada do ciclo celular, reparo do DNA, 

senescência ou apoptose (CICCIA; ELLEDGE, 2010).  
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Para conter os danos, a célula possui vários mecanismos de reparo específicos ao tipo 

de lesão. Esse processo é denominado como Resposta de Dano ao DNA (DNA Damage 

Response – DDR). Os mecanismos de reparo, são: I) bases de DNA danificadas são substituídas 

por bases corretas por reparo de incompatibilidade (MMR); II) pequenas alterações químicas 

de bases de DNA são reparadas por reparo de excisão de base (BER) por meio da excisão da 

base danificada; III) dímeros de pirimidina e ligações cruzadas intra-cadeia, são corrigidas por 

reparo de excisão de nucleotídeos (NER) por meio da remoção de um oligonucleotídeo de 

aproximadamente 30 pb contendo as bases danificadas; IV) ICLs (lesões do tipo ligação 

cruzada inter-fita) são excisados por reparo de ligações cruzadas entre cadeias por meio de 

proteínas envolvidas na síndrome genética de anemia de Fanconi; V) SSBs são reparados por 

single-strand break repair (SSBR); VI) DSBs são processados por junção de extremidade não 

homóloga (NHEJ), recombinação homóloga (HR) ou junção de extremidade mediada por 

micro-homologia (MMEJ) (CICCIA; ELLEDGE, 2010; WANG et al., 2020).  

A ativação da resposta de dano ao DNA é controlada por três proteínas quinases: ATM, 

DNA-PK e ATR e pela PARP (CICCIA; ELLEDGE, 2010; ESPINOZA; MINAMI, 2018). 

ATM e DNA-PK são recrutados por DSB, entretanto, uma vez que DNA-PK coordena o reparo 

de DSB via junção não homóloga, ATM promove recombinação homóloga e parada do ciclo 

celular em vários pontos de verificação. ATM e DNA-PK atuam em cooperação com o 

complexo Mre11-Rad50-Nbs1 (MRN) ativando quinases. Um mediador chave do sinal ATM é 

a quinase, Chk2, que induz o checkpoint em G1/ S via inativação Cdk2 ou pode bloquear o 

ciclo celular em G2/ M evitando a formação do complexo ciclina B1/ Cdk1. DNA-PK 

desempenha um papel crítico em DSB ao recrutar XRCC4/ LIG4, os quais promovem a 

religação das fitas com dano com o auxílio do fator estimulador XLF (CICCIA; ELLEDGE, 

2010; ESPINOZA; MINAMI, 2018). 

 O ATR é ativado em resposta ao DNA de fita única e atua no ponto de verificação da 

fase S. Após o reconhecimento do dano ao DNA, ocorre ativação de p53, CHK1, CHK2, BRCA 

e H2AX. Por outro lado, o Chk1, desencadeado pelo sinal ATR, ativa a fosfatase Cdc25A e 

Treslina, que induzem a parada das fases G2 e S (CICCIA; ELLEDGE, 2010; BLACKFORD; 

JACKSON, 2017; ESPINOZA; MINAMI, 2018). 

PARP1 e PARP2 reconhecem SSBs e DSBs e se ligam ao DNA, contribuem para a 

reorganização da cromatina e o recrutamento de XRCC1 e LIG3, as quais promovem o reparo 

de SSB após o processamento final do DNA por proteínas que interagem com XRCC1, como 

DNA polimerase β, PNK e nucleases. Em DSBs, PARP1 medeia o acúmulo inicial do complexo 
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MRN para a dupla fita de maneira independente de γH2AX e MDC1, além disso, PARP1 

também ativa ATM, embora também possam atuar independentemente (CICCIA; ELLEDGE, 

2010). A histona γH2AX recruta também TP53BP1 e as ubiquitinas RNF8 e RNF168 

(BURGER; KETLEY; GULLEROVA, 2019).  

Grandes lesões no DNA podem levar à interrupção da síntese da fita principal na 

forquilha de replicação e formação de extensas regiões de ssDNA revestidas com RPA devido 

ao desacoplamento entre helicase e a DNA polimerase. O complexo RPA-ssDNA recruta o 

complexo ATR/ ATRIP e estimula a ligação e ativação de RAD17-RFC2-5, que carrega o 

heterotrímero, relacionado ao PCNA, RAD9-HUS1-RAD1 (9-1-1) ligando-se à proteína 

TOPBP1 ativadora de ATR, a qual estimula a atividade de ATR. O complexo 9-1-1 é 

direcionado às extremidades 5′- ou 3′ do DNA adjacentes às regiões ssDNA revestidas com 

RPA. É a co-localização desses complexos dependentes de RPA que ativa a cascata de 

sinalização ATR, resultando na ativação da sinalização de quinase CHK1 e CHK2 e 

fosforilação de muitos fatores ligados à cromatina para promover a estabilidade e reinício da 

forquilha de replicação (CICCIA; ELLEDGE, 2010; BLACKFORD; JACKSON, 2017). 

Vias de sinalização de dano e respostas de reparo ao DNA estimuladas por bactérias à 

célula hospedeira têm sido estudadas principalmente em infecções de Helicobacter pylori, 

Salmonella enterica sorovar Typhi e Bacteriodes fragilis. Destacam-se algumas genotoxinas 

capazes de estimular DDR, as quais são: toxinas distensivas citoletais (CDT), colibactina (em 

E. coli), toxina shiga (produzida por Shigella dysenteriae) e endonucleases (produzida por 

Neisseria gonorrhoeae) (ŽGUR-BERTOK, 2013; GAGNAIRE et al., 2017). Infecções por H. 

pylori ativam vias de DDR, com ativação de ATM, embora também ocorra inativação de ATR, 

MRE11, e NBS, e promoção de DSBs ou por contato direto da célula com o patógeno ou 

indiretamente, devido o processo inflamatório crônico (KALISPERATI et al., 2017). CDT 

induz ATM e ATR em resposta ao dano ao DNA em fibroblastos humanos, a partir da quebra 

da dupla fita de DNA, resultando em recombinação homóloga e não homóloga no reparo da 

lesão (FAHRER et al., 2014). 

Dessa maneira, entender como as proteínas de membrana de M. agalactiae P40, 

MAG_1560 e MAG_6130 atuam durante a infecção em células hospedeiras, auxiliará a 

compreender o estabelecimento da imunopatogênese na Agalaxia contagiosa causada por esse 

micro-organismo. 
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3 OBJETIVOS 

  

3.1 Objetivos gerais 

 

 Avaliar a imunogenicidade, função e citotoxicidade de proteínas de membrana 

recombinantes (P40, MAG_1560 e MAG_6130) de Mycoplasma agalactiae. 

 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 Avaliar a localização e expressão celular das proteínas de membrana P40, MAG_1560 e 

MAG_6130 de Mycoplasma agalactiae; 

 Avaliar funcionalmente as proteínas P40, MAG_1560 e MAG_6130 de M. agalactiae 

como adesinas microbianas; 

 Avaliar a adesão das proteínas recombinantes P40, MAG_1560 e MAG_6130 de M. 

agalactiae ao plasminogênio, lactoferrina e às moléculas da matriz extracelular 

(fibronectina e fibrinogênio). 

 Determinar o potencial citotóxico das proteínas recombinantes P40, MAG_1560 e 

MAG_6130 de M. agalactiae; 

 Avaliar a expressão de genes envolvidos na sinalização de dano ao DNA após estímulo das 

proteínas recombinantes P40, MAG_1560 e MAG_6130 de M. agalactiae in vitro. 
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4 METODOLOGIA  

 

4.1 Estirpes bacterianas, linhagens celulares e condições de cultura 

 

Mycoplasma agalactiae isolado GM139 (isolado de leite de cabra com mastite - 

Califórnia, EUA) e estirpe PG2 (isolado de ovelha infectada – Madri, Espanha) foram utilizadas 

neste estudo. As bactérias foram cultivadas a 37 °C em meio SP4 suplementado com penicilina 

e vermelho de fenol como indicador de pH. Para infecções celulares foram utilizadas células 

HeLa-229 (CCL-2.1, ATCC, USA) e células mamárias estromais primárias de ovelhas (sheep 

primary mammary stromal cells - MSCs) anteriormente armazenadas em nitrogênio líquido e 

cultivadas como descritas previamente (Hegde et al. 2015; Hegde et al. 2014). Brevemente, 

células HeLa foram cultivadas em meio MEM contendo 10% de soro fetal bovino inativado por 

calor e células MSC foram cultivadas em meio DMEM alta glicose (89%) com 1% de L-

glutamina e 10% de soro fetal bovino inativado por calor. Para os ensaios de adesão foram 

plaqueadas 5x104 células/ poço (HeLa e MSC) em placas de 24 poços (CELLSTAR®, Greiner 

Bio-One GmbH, Germany) 48h antes da infecção. Para os ensaios de viabilidade celular foram 

plaqueadas 1x104 células/ poço (MSC) e 2x10³ células/poço (HeLa) em placas de 96 poços 24h 

antes da inoculação. Os ensaios em cultura celular foram realizados, em maioria, no Instituto 

de Bacteriologia na University of Veterinary Medicine Vienna, Áustria (Vetmeduni). As células 

foram verificadas periodicamente quanto a contaminação por micoplasmas por PCR e cultura 

em meio ágar SP4. O número de passagens para células MSC não foi superior a 8 e para células 

HeLa não foi superior a 30. 

  

4.2 Expressão e purificação das proteínas recombinantes 

 

Nesse estudo foram utilizadas três sequências codificadoras de proteínas de M. 

agalactiae previamente descritas e caracterizadas como antigênicas P40, MAG_1560 e 

MAG_6130 (BARBOSA, 2016; BARBOSA et al., 2020). Inicialmente, vetores de expressão 

pET-28a(+) com sítio de resistência a canamicina e contendo as sequências codificadoras das 

proteínas P40, MAG_1560 e MAG_6130 foram sintetizados pela GenScript (Piscataway, 

EUA). A sequência de DNA enviada para síntese foi otimizada. Códons TGA (códon de 

codificação do aminoácido triptofano em micoplasmas e códon de terminação em Escherichia 

coli) foram alterados para TGG (códon codificador de triptofano). 
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E. coli BL21 StarTM (DE3) One Shot foram utilizadas para expressão proteica. Para 

transformação foram utilizados 10ng de DNA do plasmídeo e 50μL de células BL21 StarTM 

(DE3) One Shot, os quais foram homogeneizados e incubados em gelo durante 30 minutos. Em 

seguida, as células foram submetidas a choque térmico durante 30 segundos a 42 °C sem 

agitação e transferidas imediatamente para o gelo. Um total de 250 μL de meio S.O.C foram 

adicionados e incubados a 37 °C durante 30 minutos com agitação (200 rpm). Na reação de 

transformação foram adicionados 10 mL de meio Luria Bertani contendo o antibiótico 

apropriado e incubados overnight a 37 °C com agitação  (BARBOSA, 2016; BARBOSA et al., 

2020). 

As proteínas foram expressas em Escherichia coli BL21 Star™ (DE3) One Shot 

contendo o vetor com o inserto de interesse e cultivada em meio Luria Bertani com canamicina 

(100 µg.mL-1) e IPTG 1 mM, e incubada por 14 horas à 18 °C com agitação. As células foram 

obtidas por centrifugação (10.000 x g, 10 minutos a 4 °C) e o sedimento foi homogeneizado em 

200 mL do tampão apropriado contendo inibidor de proteases (0,1 M Tris, 0,5 M NaCl, 10% 

glicerol pH 8,5 ou 20 mM fosfato, 0,5 M NaCl, 10% glicerol, pH 7,0 e 1 mM PMSF) e 

submetido à lise mecânica (600 psi por 15 minutos) em um homogeneizador modelo APLAB-10 

(ARTEPEÇAS, Brasil). O marcador de poli-histidina N-terminal (6xHis) nos vetores e a adição 

de imidazol à solução permitiram a purificação da proteína recombinante em resina quelante de 

níquel (HisTrap™ HP, GE Healthcare Bio-Sciences Corp, EUA) em condições não 

desnaturantes previamente padronizadas (tampão de equilíbrio; e tampão de eluição: 0,1 M Tris, 

0,5 M NaCl, 10% glicerol pH 8,5 ou 20 mM tampão fosfato, 0,5 M NaCl, 10% glicerol, pH 7,0, 

50 – 500 mM imidazol). As frações cromatográficas foram visualizadas, para confirmação da 

purificação e expressão, em SDS-PAGE 12% corado por Comassie blue e Western blot 

utilizando o anticorpo primário 6x-His Epitope Tag (Invitrogen™) e submetidas à diálise em 

membrana. A concentração das proteínas purificadas foi obtida pela métodologia BCA com 

detecção colorimétrica (kit Pierce BCA Protein Assay, Thermo Scientific) (BARBOSA, 2016; 

BARBOSA et al., 2020). 

 

4.3 Avaliação da localização e expressão celular das proteínas recombinantes  

 

4.3.1 Produção de anticorpos policlonais 
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 A metodologia envolvendo coelhos foi aprovado pelas Comissões de Ética no Uso de 

Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo (onde os animais 

foram obtidos e mantidos até a eutanásia) e do Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade 

de São Paulo (número do processo: FMUSP – 944/2017; ICB - 123/ 2016/ CEUA). Soro anti-

proteínas recombinantes de M. agalctiae foram obtidos de seis coelhos fêmeas da raça Nova 

Zelândia, mantidos em gaiolas individuais com alimentação e água ad libitum. Foram utilizados 

dois animais para inoculação de cada proteína recombinante. Antes da inoculação, amostras de 

sangue dos coelhos foram obtidas pela veia marginal da orelha e utilizado como controle 

negativo (pré imune). Em seguida foi realizada a imunização por via intramuscular na região 

do quadríceps, na face posterior da coxa direita e esquerda, (200 µL por sítio, 8-10 sítios/ 

coelho). No dia 1, os coelhos foram inoculados com 500 µg de proteína recombinante 

homogeneizada com volume igual (v/v) de adjuvante completo de Freund (Sigma-Aldrich®). 

Duas imunizações subsequentes com quantidades iguais de proteína e adjuvante incompleto de 

Freund (Sigma-Aldrich®) foram realizadas em intervalos de duas semanas entre as aplicações. 

A coleta de sangue pós imunizações, foi realizada a cada sete dias e os soros obtidos foram 

armazenados a -80 ºC. No 42º dia após o início da imunização os animais foram submetidos a 

exsanguinação por punção cardíaca, após inoculação intramuscular prévia de quetamina (30-40 

mg.Kg-1) e xilazina (5-10 mg.Kg-1). Em seguida os animais foram eutanasiados com aplicação 

endovenosa de tiopental sódico na dose de 40 a 50 mg. Kg-1 de peso. As amostras de soro 

obtidas foram armazenadas em gelo até o processamento, quando foram centrifugadas a 3500 

RPM por 10 minutos, aliquotadas e armazenadas a -80 °C até o uso em experimentos 

posteriores. 

 

4.3.1.1 Avaliação da cinética dos anticorpos policlonais anti-proteínas recombinantes 

 

 A titulaçao de anticorpos anti-proteínas recombinantes nos soros dos coelhos foi obtida 

pela metodologia de ELISA indireto para avaliar a cinética de sua produção. As reações 

ocorreram em poços de placas de poliestireno (COSTAR®) previamente sensibilizadas com 200 

ng/poço de cada proteína recombinanate (P40, MAG_1560, MAG_6130) diluídas em tampão 

carbonato-bicarbonato pH 9,6 e incubadas por 16 horas a 4 °C, em câmara úmida. Em seguida, 

as placas foram lavadas cinco vezes com solução de PBS - Tween 20 (0,05%). Possiveis reações 

inespecíficas foram bloqueadas com leite desnatado a 10% em PBS e as placas foram 

incubandas por uma hora a 37 °C. Em seguida, as placas foram lavadas com PBS - Tween 20 
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(0,05%) e os soros dos coelhos em diferentes diluições (1:50 – 1:51 200) foram expostos às 

proteínas a temperatura ambiente por uma hora. Para confirmar o reconhecimento das proteínas 

pelos anticorpos, os poços foram lavados, e anticorpo secundário conjugado com peroxidase 

foi adicionado (Goat anti-Rabbit IgG, HRP conjugate - InvitrogenTM), diluído 1:2000 em PBS 

com 5% de leite desnatado. Após nova incubação em temperatura ambiente por uma hora, as 

placas foram lavadas novamente. As reações de reconhecimento das proteínas foram reveladas 

com o substrato cromógeno OPD (o-Phenylenediamine Dihydrochloride) com a adição de 

peróxido de hidrogênio por 15 minutos. A reação enzimática foi interrompida com 50 µL da 

solução de ácido sulfúrico 1 N. A leitura da densidade óptica (D.O.) foi realizada em filtro de 

492 nm em leitor de ELISA (Asys Expert Plus). As amostras e controles de background (reação 

sem o antígeno ou sem o anticorpo primário) foram avaliadas em triplicatas, realizadas três 

vezes sob as mesmas condições. Para avaliar a presença de ligação cruzada entre os anticorpos 

policlonais e as proteínas do estudo foi realizado imunoensaio, como descrito a cima. 

 

4.3.1.2 Purificação dos anticorpos policlonais 

 

Os soros anti-proteínas recombinantes foram previamente delipidados e dialisados 

(KOSTNER et al., 1979), e em seguida, purificados por coluna de afinidade com resina de 

proteína G (HiTrap™ Protein G HP, GE Healthcare Bio-Sciences Corp, EUA), eluídos em 

glicina 0,1 M, pH 2,7, neutralizados com Tris-HCl 1M, pH 9,0 e quantificados em 

nanoespectrofotômetro (D.O. 280 nm). Os anticorpos purificados foram analisados em gel de 

acrilamida em condições desnaturantes (12%) e não desnaturantes (8%) (sem a presença do 

agente redutor, sem SDS e sem fervura), corado com Comassie blue. 

 

4.3.1.3 Ensaio de avidez à anticorpos IgG 

 

A razão de afinidade do anticorpo foi medida usando um protocolo de ELISA 

modificado com tiocianato de amônio (LASARO et al., 2009). Inicialmente, as placas foram 

revestidas com cada proteína recombinante como mencionado acima e os soros de coelhos 

foram avaliados em diluições correspondentes a D.O. 492 nm de 1,0. Após a incubação com 

soro, diferentes concentrações de tiocianato de amônio (0,125M - 8M) ou PBS foram 

adicionadas aos poços e incubadas por 15 min no escuro. As placas foram lavadas e incubadas 

com anticorpo IgG anti-rabitt conjugado com HRP. O efeito do tiocianato de amônio na ligação 
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antígeno-anticorpo foi determinado dividindo-se a D.O. 492 nm na presença de tiocianato de 

amônio pela D.O. 492 nm na ausência de tiocianato de amônio e multiplicado por 100. Os 

valores obtidos com as amostras de soro representam a avidez do anticorpo. 

  

4.3.2 Avaliação e confirmação da localização celular das proteínas recombinantes 

 

Para avaliar a localização subcelular das moléculas alvo, antígenos totais de M. 

agalactiae GM139 foram separados em frações hidrofóbicas e hidrofílicas pelo método de 

partição de Triton X-114 com uma cultura de 400 mL do micro-organismo crescido até à fase 

estacionária em meio SP4 (RAWADI; ROMAN-ROMAN, 1996). As amostras da fase aquosa 

e orgânica foram homogeneizadas e analisadas em gel de acrilamida 12% e transferidos para 

membrana de nitrocelulose. A imunorreatividade das proteínas à anticorpos policlonais anti-

proteínas recombinantes [anti-P40, anti-MAG_1560 e anti-MAG_6130 (15 µg.mL-1, 60 µg.mL-

1 e 2,5 µg.mL-1, respectivamente)] foi avaliada pela metodologia de Western bloting. 

 

4.3.3 Blotting das colônias de M. agalactiae 

 

A avaliação da expressão das proteínas recombinantes foi observada em colônias de M. 

agalactiae isolado GM139 e estirpe PG2. Discos de membrana de nitrocelulose (Bio-Rad) 

foram depositados sobre a superfície de placas de ágar SP4 com colônias do micro-organismo. 

Em seguida, as membranas foram expostas a soluções de soros dos coelhos pré imunes e 

hiperimunes [anti-P40, anti-MAG_1560 e anti-MAG_6130 (15 µg.mL-1, 60 µg.mL-1 e 2,5 

µg.mL-1, respectivamente)] para reconhecimento das proteínas da membrana celular presentes 

nos decalques das colônias. Após 2 horas de incubação as membranas de nitrocelulose foram 

lavadas três vezes, por 5 minutos, com PBS - Tween 20 0,05% e incubadas com anticorpo 

secundário conjugado com peroxidase contra IgG de coelho (GE Healthcare) diluído 1:2000. 

Após três lavagens, a membrana foi corada após adição de 4CN (4-chloro-1-naphthol) (Bio-

rad) e peróxido de hidrogênio e contra-corada com Ponceau S (KHIARI; MARDASSI, 2012). 

Como controle negativo foram usadas colônias de M. gallisspeticum e M. ovipneumoniae 

(Apêndice A). 

 

4.4 Avaliação das proteínas como adesinas microbianas 
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4.4.1 Ensaio de adesão in vitro por imunoensaio 

 

As placas de ELISA com 96 poços foram revestidas a 4 °C por 18 horas com proteínas 

totais da célula, membrana celular ou a fração citosólica de HeLa ou MSC em tampão de 

bicarbonato-carbonato de sódio (pH 9,6) (100 μg.mL-1/ poço). As frações proteicas das células 

eucarióticas foram previamente submetidas à extração com Triton TX-114 1%, como 

previamente descrito (BORDIER, 1981). 

Para o ensaio de adesão, após bloqueio dos poços com 5% de leite desnatado, foram 

adicionadas as proteínas recombinantes (1000 ou 2000 ng.mL-1) diluídas em 100 μL de TBST 

às cavidades das placas de ELISA. A reação foi incubada a 37 °C por 1h 30min e os poços 

lavados três vezes com TBST. O anticorpo anti-proteína recombinante foi adicionado (100 µL 

/ poço) e, em seguida incubado à temperatura ambiente por 1h 30min. Após lavagem, o 

anticorpo secundário anti-rabbit IgG-HRP (1:5000) foi adicionado (100 µL / poço) e a placa 

incubada a temperatura ambiente por 1h 30min. A absorbância foi avaliada a 492 nm em leitor 

de microplaca. 

Para o ensaio de inibição da adesão, o anti-soro contra a proteína recombinante (1 

mg.mL-1) foi diluído em série de 1/20 a 1/1280 e 100 μL de cada diluição foi pré-incubado com 

1000-2000 ng.mL-1 de proteína recombinante em 100 μL de TBST a 37 ° C por 1 h. 

Cada solução anterior (100 µL) foi adicionada aos poços previamente sensibilizados 

com as frações celulares. As reações de reconhecimento das proteínas recombinantes às frações 

celulares prosseguiu-se como descrito para o ensaio de adesão acima (Hagemann et al. 2017; 

Zhao et al. 2017). 

 

4.4.2 Ensaio de adesão em cultura celular em monocamada 

 

Para quantificar a adesão celular de M. agalactiae a estirpe PG2 e o isolado GM139 

foram incubados com células HeLa e MSC por 4 horas a 37 °C e 5% CO2. As bactérias não 

aderidas foram removidas após três lavagens com PBS e diluições seriadas da suspensão de 

células foram plaqueadas em ágar SP4 após tripsinização. Como controle, a suspensão de 

micoplasma foi incubada na ausência de células em poços paralelos para quantificar a UFC 

após 4h de incubação. Adesão foi calculada com a razão da porcentagem da UFC.mL-1 de 

micoplasmas aderidos após 4h de infecção e UFC.mL-1 de micoplasma nesse mesmo tempo 

(Hegde et al. 2018). 
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Para os ensaios de inibição da adesão, a estirpe PG2 foi pré-incubada com anticorpos 

anti-P40, MAG_1560 ou MAG_6130 (10:1, v/v) por 1h a 37 °C. Após pré-incubação o ensaio 

prosseguiu como descrito no parágrafo acima. Quaisquer efeitos dos respectivos anti-soros na 

adesão de PG2 foram avaliados comparando o total de UFC.mL-1 após 4 h de infecção. 

 

4.5 Análise da interação ao plasminogênio, lactoferrina e componentes da matriz 

extracelular 

  

O ensaio de ligação das proteínas recombinantes ao plasminogênio foi realizado em 

placas de 96 poços. As proteínas recombinantes P40, MAG_1560 e MAG_6130 (500 ng/ poço) 

diluídas em tampão carbonato-bicarbonato pH 9,6 foram distribuídas nos poços em volumes de 

100 μL e incubadas por 16 horas a 4 °C, em câmara úmida e bloqueadas com 5% de leite 

desnatado em TBST- Tween por 2 horas a 37 ºC. Após cinco lavagens com TBS-Tween, os 

poços foram incubados com concentrações variadas de plasminogênio (100,0 – 1,562 µg.mL-1) 

(Sigma-Aldrich®) em PBS pH 7,4 a 37 ºC por 1h30min. A ligação das proteínas ao 

plasminogênio foi detectada pela adição de IgG anti-plasminogênio de coelho diluído 1:2000 

(abcam®), seguido por anticorpo anti-rabbit IgG-HRP (diluído 1:5000). Poços incubados com 

BSA foram usados como controle negativo para ligação ao plasminogênio. A absorbância da 

reação foi mensurada a 492 nm em leitor de microplaca (HAGEMANN et al., 2017).  

Para o ensaio de ligação de proteínas da matriz extracelular, fibronectina, e fibrinogênio 

e lactoferrina (Sigma-Aldrich®) (5 - 50,0 µg.mL-1), as moléculas foram diluídas em tampão 

carbonato- bicarbonato pH 9,6 e adicionados em placas de 96 poços por 16 horas a 4 °C, em 

câmara úmida, seguido de bloqueio com 5% de leite em TBS-Tween por 2h e 37 ºC. Após cinco 

lavagens com TBS-Tween, os poços foram incubados com as proteínas recombinantes P40, 

MAG_1560 e MAG_6130 (500 ng / poço) em PBS pH 7,4 a 37 ºC por 1h 30min. O 

reconhecimento das moléculas foi detectado pela adição de IgG anti-coelho diluído 1: 10000 

(Sigma-Aldrich®). Os poços incubados com BSA foram usados como controle negativo para 

ligação (ANDERSON; ENABULELE, 2021). A reação foi mensurada como descrito acima. 

 

4.6 Avaliação da citotoxicidade das proteínas recombinantes 

 

4.6.1 Ensaio de viabilidade celular 
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 Para o ensaio de viabilidade celular, inicialmente, foi determinado o tempo ideal de 

incubação e a densidade de plaqueamento celular. Desta maneira, 100 µL de meio com 2,5 x 

10³, 5 x 10³, 1 x 104 e 2 x 104 células/ poço (MSC) ou 5 x 10², 1 x 10³, 2 x 103, 2,5 x 10³ e 5 x 

10³ células/ poço (HeLa) foram incubados em 5% de CO2 à 37 °C por 18h. Em seguida, as 

células foram lavadas com 100 µL de PBS, 100 µL de meio foram adicionados em cada poço e 

as células foram incubadas por 18 h. Em seguida as células foram lavadas com PBS e 90 µL de 

meio foram adicionados em cada poço; a seguir, foram adicionados 10 µL de alamarBlue™ HS 

Cell Viability Reagent (Invitrogen™). A placa foi incubada a 37 °C, 5% de CO2 por 24h, 48h 

e/ou 72h. A viabilidade celular foi avaliada utilizado-se espectofotometro nas absorbâncias nos 

comprimentos de onda a 570 nm e 600 nm a cada hora, por 8, 10 e 24 horas após incubação 

com alamarBlue™ para células MSC e durante 4 horas para experimentos com células HeLa. 

Foi realizado três experimentos independentes em triplicatas. A porcentagem de redução do 

reagente alamarBlue™ foi calculada usando a seguinte fórmula: 

 

% Redução do reagente alarmarBlue™ = (Eoxi600 x A570) – (Eoxi570 x A600) x 100 

          (Ered570 x C600) – (Ered600 x C570) 

 

Eoxi570 = coeficiente de extinção molar (E) do reagente alamarBlue™ em 570nm = 80586 

Eoxi600 = E do reagente alamarBlue™ oxidado em 600nm = 117216 

A570 = absorbância dos poços de teste em 570 nm 

A600 = absorbância dos poços de teste em 600 nm 

Ered570 = E do reagente alamarBlue™ reduzido em 570nm = 155677 

Ered600 = E do reagente alamarBlue™ reduzido em 600nm = 14652 

C570 = absorbância do controle negativo (meio sem células e reagente alamarBlue™) em 

570nm 

C600 = absorbância do poço de controle negativo (meio sem células e reagente alamarBlue™) 

em 600nm. 

 

Após determinação do tempo ótimo de incubação e a densidade de plaqueamento 

celular, foram adicionados à placa 1 x 104 células/ poço (MSC) ou 2 x 10³ células/ poço (HeLa) 

em placas de 96 poços. Após incubação por 18h a 37 °C e 5% CO2, as células foram lavadas 

uma vez com PBS e incubadas com as proteínas recombinantes P40, MAG_1560 ou 

MAG_6130 (1, 2 ou 4 µg.mL-1) diluídas em meio específico para a célula. A placa foi incubada 

novamente por 48 horas nas mesmas condições. A avaliação da viabiliadade celular foi 
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realizada pelo uso da redução de resazurina (alamarBlue™ HS Cell Viability Reagent, 

Invitrogen™). A leitura da placa foi realizada após adição do reagente, seguindo hora após 

hora, até completar 6 horas em leitor de microplaca nos comprimentos de onda de 560 nm e 

600 nm. A porcentagem de redução do reagente alarmarBlue™ foi calculada usando a fórmula 

descrita acima. 

 

4.6.2 Análise da expressão gênica da via de dano ao DNA 

 

 A expressão gênica de vias de sinalização de danos ao DNA foi verificada pela 

metodologia qPCR. Células HeLa foram inoculadas com P40, MAG_1560 ou MAG_6130 (4 

µg.mL-1). Após incubação, as células foram tripsinizadas e armazenadas em RNAlater™ 

Stabilization Solution (Thermo Fisher Scientific) a -80 °C até extração de RNA. A extração e 

purificação de RNA foi realizada pelo Kit RNeasy® (Qiagen, Brasil) seguindo o protocolo do 

fabricante, em seguida, o RNA extraído foi quantificado por nanoespectrofotometria. O cDNA 

foi obtido utilizando-se o kit SuperScript® IV Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific) 

com adição de oligonucleotídeos complementares à cauda poli A do RNAm (Primers Oligo 

dT) e inibidor de RNase. O cDNA obtido foi submetido à análise com a utilização do kit RT² 

Profiler™ PCR Array Human DNA Damage Signaling Pathway (Qiagen) para a expressão de 

84 genes envolvidos na resposta do hospedeiro a danos no DNA (Anexo A). Todos os 

procedimentos e análises foram realizados de acordo com as instruções e software do fabricante.  

 

4.7 Análise estatística 

 

A análise estatística foi realizada usando o programa GraphPad-Prism 6.0 (GraphPad 

Software, EUA). Inicialmente, para avaliar se os dados possuem uma distribuição normal foram 

realizados os testes de Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov. Para avaliar a reação cruzada 

antígeno-anticorpo e a adesão proteica ao plasminogênio, lactoferrina e proteínas da MEC foi 

realizado o teste Two way ANOVA com o pós-teste de Bonferroni. Para avaliar a adesão entre 

proteínas recombinantes e frações de células eucarióticas e a viabilidade celular, foi utilizado 

One way ANOVA com pós-teste de Dunnett, e para analisar a inibição da adesão de M. 

agalactiae na cultura de células em monocamada foi realizado o teste t de Student. As análises 

estatísticas foram calculadas a partir de pelo menos dois experimentos independentes realizados 
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em duplicada ou triplicada. Dados expressos em média ± desvio padrão. As diferenças 

estatísticas foram consideradas significativas quando p <0,05. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Expressão e purificação de proteínas recombinantes de Mycoplasma agalactiae 

 

 As proteínas recombinantes foram expressas em sistema heterólogo usando E. coli. As 

três proteínas recombinantes foram purificadas a partir da fração solúvel por cromatografia de 

afinidade com resina de níquel e visualizadas em SDS-PAGE (Figura 06). As proteínas 

purificadas P40, MAG_1560 e MAG_6130 foram reconhecidas por anticorpos anti-histidina 

por Western blot. As proteínas recombinantes purificadas foram utilizadas em ensaios 

posteriores. 

            

Figura 06 - Perfil eletroforético das proteínas recombinantes P40, MAG_1560 e 

MAG_6130 de Mycoplasma agalactiae 

 

Legenda: (A) Perfil de pureza das proteínas recombinantes de Mycoplasma agalactiae em eletroforese em gel de 

poliacrilamida 12% corado com Comassie blue. (B) Western blot: reconhecimento de proteínas por 

anticorpo anti-histidina (6x-His Epitope Tag, Invitrogen™). Coluna 1: Peso molecular Novex® Sharp 

Protein Standard; Coluna 2: P40 (42 KDa); Coluna 3: MAG_1560 (32 KDa); Coluna 4: MAG_6130 

(24 KDa). 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 
 

5.2 Avaliação da localização e expressão celular das proteínas recombinantes  
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5.2.1 Produção e purificação de anticorpos policlonais 

  

Ao avaliar a cinética da produção de anticorpos dos coelhos inoculados com as proteínas 

recombinantes observou-se significante aumento dos anticorpos IgG específicos comparando 

com o soro pré imune (Figura 07). Observou-se que os coelhos produziram IgG anti-proteínas 

recombinantes após a primeira dose, intensificando a resposta após inoculações posteriores. 

Esses resultados indicam que os antígenos são eficientemente imunogênicos em coelhos. Não 

foi observado reação cruzada entre os anticorpos policlonais produzidos e as proteínas 

recombinantes em diversas concentrações (Figura 08).  

 Os anticorpos policlonais anti proteínas recombinantes foram purificados por 

cromatografia de afinidade após delipidação. A Figura 07 (D e E) apresenta o resultado da 

purificação dos anticorpos policlonais IgG obtidos do soro pré-imune e do soro hiperimune em 

condições desnaturantes e em condições não desnaturantes evidenciando o anticorpo (IgG) 

inteiro com ~150 KDa, a cadeia pesada em ~50 KDa e a cadeia leve em ~25 KDa. Os anticorpos 

IgG purificados foram utilizados nos ensaios de localização proteica e ensaios celulares 

posteriores. 

A comparação entre a ligação antígenos-anticorpos pré-tratados com diferentes 

concentrações de solução de tiocianado de amônio ou PBS está apresentado na Figura 09. O 

agente caotrópico teve efeito ao inibir a ligação entre antígenos e IgG apenas em altas 

concentrações de tiocianato de amônio (acima de 1M). 
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Figura 07 - Cinética da produção e purificação de IgG de anticorpos policlonais 

 

 Legenda: (Superior) Análise das respostas IgG específicas contra P40 (A), MAG_1560 (B) e MAG_6130 (C) 

induzidas em coelhos imunizados com proteínas recombinantes (500 µg) realizadas em amostras de 

soro de coelho obtidas a cada sete dias por 42 dias. (Inferior) Perfil eletroforético em gel de 

poliacrilamida de anticorpos IgG específicos, produzidos em coelhos, após delipidação e purificação 

por cromatografia de afinidade em eletroforese vertical em gel de poliacrilamida a 12,5% em condições 

desnaturantes (D); eletroforese vertical em gel de poliacrilamida a 8% sob condições não desnaturantes 

(E), ambos os géis foram corados com Coomassie Blue. Coluna 1: Padrão de peso molecular de 

proteínas não corado Novex® Sharp. Colunas 2, 3 e 4: Soro pré-imune. Coluna: 5, 6 e 7: Soro 

hiperimune após imunização com proteínas recombinantes P40, MAG_1560, MAG_6130, 
respectivamente. As setas em (D) indicam a cadeia pesada de IgG (~ 50 KDa) e a cadeia leve (~ 25 

KDa) e a seta em (E) indica o anticorpo IgG não desnaturado em ~ 150KDa. *p < 0,05, **p < 0,005, 

***p < 0,001, (One way ANOVA com pós-teste de Bonferroni). 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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Figura 08 - Análise da reatividade cruzada de anticorpos policlonais específicos anti-

P40, anti-MAG_1560 e anti-MAG_6130 

 
Legenda: Reatividade cruzada entre os anticorpos produzidos avaliados nas concentrações de 0,5; 0,25 e 0,125 

µg.mL-1 e proteínas recombinantes (P40, MAG_1560 e MAG_6130) nas concentrações de 500, 1000 e 

2000 ng.mL-1. Foi realizado o teste Two way ANOVA com pós-teste de Bonferroni. Dados expressos 

em média ± desvio padrão. (***) p < 0,001. 
Fonte: Elaborada pela autora. 
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Figura 09 - Ensaio de afinidade para anticorpos policlonais IgG específicos contra as 

proteínas recombinantes de Mycoplasma agalactiae 

 

Legenda: (A) Porcentagem de ligação antígeno-anticorpo em molaridades crescentes de tiocianato de amônio (0 a 

8M). (B) Concentração molar do agente caotrópico, tiocianato de amônio, capaz de dissociar 50% da 

ligação antígeno-anticorpo. O experimento foi realizado independentemente com cada proteína 

recombinante (P40, MAG_1560 e MAG_6130). Valores representam médias ± DP. ** p <0,05. One 

way ANOVA com pós teste de Bonferroni. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

 

5.2.2 Avaliação e confirmação da localização celular de proteínas de M. agalactiae 

 

As proteínas estudadas in silico foram caracterizadas previamente como moléculas 

indiretamente ligadas à membrana (BARBOSA, 2016; BARBOSA et al., 2020). Western 
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blotting usando a fração hidrossolúvel e lipossolúvel de M. agalactiae após extração das 

lipoproteínas confirmou a localização celular das proteínas MAG_1560 e MAG_6130 como 

proteínas de membrana, uma vez que o anticorpo policlonal reconheceu mais intensamente a 

fração lipossolúvel (Figura 10). A lipoproteína P40 foi utilizada como controle positivo. 

 

Figura 10 - Reconhecimento de lipoproteínas de Mycoplasma agalactiae com 

anticorpos policlonais específicos 

 

Legenda: (A) Perfil eletroforético de M. agalactiae, corado com Comassie blue, e suas frações proteicas derivadas 

após extração com Triton X-114. (B, C, D) Análise de Western blot demonstrando reconhecimento de 

proteínas da membrana por anticorpos anti-proteína recombinante (soro pré e hiperimune) em 

concentrações de 15 µg.mL-1 - P40 (B); 60 µg.mL-1 - MAG_1560 (C); e 2,5 µg.mL-1 para MAG_6130 

(D). PM: Padrão de peso molecular de proteína pré-corado Novex® Sharp. Coluna 1: Proteínas 

citosólicas e Coluna 2: lipoproteínas de M. agalactiae após extração por Triton X-114; 3. Proteínas 

totais de M. agalactiae GM139. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

5.2.3 Blotting de colônias de Mycoplasma agalactiae 
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Blotting das colônias de M. agalactiae usando os soros pré e hiperimunes evidenciou a 

expressão das proteínas P40 e MAG_6130 nas colônias de maneira intensa e uniforme, 

sugerindo que essas proteínas não estão envolvidas no processo de variação de fase proteica. O 

anticorpo específico para a proteína MAG_1560, contudo, reagiu fracamente e de maneira 

similar ao soro pré imune, sugerindo, portanto, que essa proteína não tem expressão ou há 

expressão em baixos níveis nas condições avaliadas (Figura 11).  

 

Figura 11 - Colony blotting de colônias de Mycoplasma agalactiae transferidas para 

membrana de nitrocelulose e reconhecidas por anticorpos específicos 

 

Legenda: A cor púrpura é uma coloração específica da reação antígeno-anticorpo e indica a expressão de proteínas 

na superfície das bactérias nas linhagens GM139 (superior) e PG2 (abaixo). Concentrações do anticorpo 

primário 15 µg.mL-1 (anti-P40), 60 µg.mL-1 (MAG_1560) e 2,5 µg.mL-1 (anti-MAG_6130), 

respectivamente. Imagens obtidas de estereomicroscópio Nikon SMZ-U. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

5.3 Avaliação das proteínas como adesinas microbianas 

 

5.3.1 Adesão de proteínas recombinantes de M. agalactiae à frações celulares de HeLa e MSC 

 

A adesão das proteínas recombinantes P40, MAG_1560 e MAG_6130 à frações 

celulares de HeLa e MSC foram analisadas por ELISA (Figuras 12 e 13, respectivamente). As 

frações celulares de HeLa e MSC foram incubadas com as proteínas recombinantes de M. 

agalactiae e foi evidenciado o potencial de adesão entre as proteínas recombinantes e às frações 

celulares. O efeito inibitório dos soros anti-P40, anti-MAG_1560 e anti-MAG_6130 foi 

também avaliado. Nas frações celulares de HeLa, efeito inibitório da adesão entre proteínas 
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recombinantes foi evidenciado pelos soros anti-P40 e anti-MAG_6130 nas diluições utilizadas, 

enquanto a adesão da proteína MAG_1560 foi inibida em baixas diluições do soro. O efeito 

inibitório da adesão em MSC foi evidenciado ao pré-incubar todas as proteínas recombinantes 

com o respectivo anti-soro, mesmo em baixas concentrações (diluição 1:1280).  
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Figura 12 - Ensaios de adesão e inibição de adesão das proteínas recombinantes P40, 

MAG_1560 e MAG_6130 à células HeLa por meio da metodologia de 

imunoensaio 

 

 
Legenda: Graficos à esquerda correspondem a adesão das proteínas recombinantes à proteínas totais ou frações 

celulares de HeLa. Graficos à direita correspondem a inibição da adesão das proteínas recombinantes à 

proteínas totais ou frações celulares de HeLa inibida por diluições (1:20 a 1: 1280) de anti-soro para 
cada proteína. BSA foi usado como controle negativo. (*) p <0,05, (**) p <0,01, (***) p <0,001 

representam diferença estatisticamente significante. One way ANOVA com pós teste de Dunnet. 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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Figura 13 - Ensaios de adesão e inibição de adesão das proteínas recombinantes P40, 

MAG_1560 e MAG_6130 à células MSC por meio da metodologia de 

imunoensaio 

 
Legenda: Graficos à esquerda correspondem a adesão das proteínas recombinantes à proteínas totais ou frações 

celulares de MSC. Gráficos à direita correspondem à inibição da adesão das proteínas recombinantes e 

proteínas totais ou frações celulares de MSC inibida por diluições (1:20 a 1: 1280) de anti-soro para 

cada proteína. BSA foi usado como controle negativo. (***) p <0,001 representam diferença 

estatisticamente significante. One way ANOVA com pós teste de Dunnet. 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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5.3.2 Adesão de Mycoplasma agalactiae em culturas celulares de HeLa e MSC  

 

A figura 14 apresenta a adesão de M. agalactiae PG2 em diferentes MOI (entre 5 e 100) 

em células HeLa, sendo que a MOI que possuiu maior taxa de adesão foi entre 70 e 100. A 

figura 15 apresenta a adesão de M. agalactiae PG2 e GM139 às células HeLa e MSC após 4h 

de infecção (MOI 100). Observou-se taxa de adesão semelhante e prosseguiu-se com os ensaios 

de inibição da adesão em HeLa com a estirpe PG2, o qual está apresentado na figura 16. 

Verificou-se inibição da adesão de PG2 com anticorpos anti-P40 e anti-MAG_6130. Não houve 

inibição da adesão de PG2 com anticorpos anti-MAG_1560. Esses resultados foram 

semelhantes aos observados com os ensaios de inibição da adesão avaliados por imunonsaios 

em células HeLa. 

 

Figura 14 - Adesão de Mycoplasma agalactiae PG2 em células HeLa 

 

Legenda: Taxa de adesão de M. agalactiae PG2 após 4 horas de infecção à células HeLa (MOI 5-100). Dados 

representados com a media (±DP) de três experimentos independentes realizados em duplicata.  

Fonte: Elaborada pela autora. 
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Figura 15 - Adesão de Mycoplasma agalactiae PG2 e GM139 em células HeLa 

e MSC 

 
Legenda: Taxa de adesão de M. agalactiae PG2 após 4 horas de infecção à células HeLa e MSC (MOI 100). Dados 

representados com a media (±DP) de três experimentos independentes realizados em duplicata.  

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

 

 

Figura 16 - Inibição da adesão de Mycoplasma agalactiae PG2 em células HeLa 

 
Legenda: Taxa de adesão de Mycoplasma agalactiae pré-incubado com anticorpos específicos contra as proteínas 

P40, MAG_1560 e MAG_6130. Dados da taxa de adesão estão representados com a media (±DP) de 

três experimentos independentes realizados em duplicata. (***) p < 0,001 representam diferença 

estatisticamente significante calculados pelo teste t de Student. 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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5.4 Análise da interação ao plasminogênio, lactoferrina e componentes da matriz 

extracelular 

 

 Na Figura 17 estão apresentadas as intensidades da ligação das proteínas P40, 

MAG_1560 e MAG_6130 ao plasminogênio, fibrinogênio, fibronectina e lactoferrina, obtidas 

pela densidade óptica. A ligação entre P40 e plasminogênio não indicou ser dose dependente 

mesmo em baixas concentrações. Por outro lado, as proteínas MAG_1560 e MAG_6130 não 

demonstram ligação suficiente ao plasminogênio mesmo em altas concentrações (100 µg.mL-

1). Verifica-se que P40 liga-se também à fibronectina, lactoferrina e fibrinogênio e a proteína 

MAG_1560 liga-se apenas ao fibrinogênio. A proteína MAG_6130, liga-se à fibronectina, 

lactoferrina e fibrinogênio. Não houve interação entre as proteínas e BSA. 

 

Figura 17 - Interação das proteínas de membrana recombinantes P40, MAG_1560, 

MAG_6130 de Mycoplasma agalactiae à diferentes moléculas do 

hospedeiro 

 

Legenda: Ligação entre as proteínas recombinantes P40, MAG_1560 e MAG_6130 de M. agalactiae e diferentes 

quantidades de plasminogênio (100,0 – 1,562 µg.mL-1), fibronectina, fibrinogênio e lactoferrina (5 – 50 

µg.mL-1). Dados representados com a média (±DP). (***) p <0,001 (**) p <0,01 (*) p <0,05. Two way 

ANOVA com pós teste de Bonferroni. 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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5.5 Avaliação do potencial citotóxico das proteínas recombinantes em células HeLa e MSC  

 

5.5.1 Ensaio de viabilidade celular 

 

Inicialmente determinou-se o tempo ideal de incubação e a densidade do plaqueamento 

celular. Os resultados das Figuras 18 e 19 permitiu selecionar a densidade de células de 2 x 10³ 

células/ poço para células HeLa e 1x104 células/ poço para células MSC após 48h de incubação 

a 37° C e 5% de CO2 por ter produzido uma reação dentro da faixa linear para esse período de 

incubação. 

Em HeLa (Figura 20) e MSC (Figura 21), redução significante na proliferação/ 

viabilidade celular foi observada quando essas células foram tratadas com P40, MAG_1560 e 

MAG_6130 na concentração de 4 µg.mL-1 comparada ao controle negativo (células não 

tratadas). Essas evidências indicam que essas proteínas podem estar inibindo a proliferação 

celular, promovendo parada do ciclo celular, causando citotoxicidade e/ou ocasionando a morte 

celular quando células eucarióticas são infectadas por M. agalactiae, embora outros testes 

devem ser realizados para confirmar o papel dessas lipoproteínas em um processo de apoptose. 
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Figura 18 - Ensaio de viabilidade celular em diferentes concentrações de células HeLa 

e horas de incubação 

 

 

Legenda: Diferentes concentrações de células por poço foram semeadas e incubados por 24h (A) e 48h (B) a 37 

°C, 5% de CO2. O reagente alamarBlue™ (10μL/ poço) foi adicionado e a redução do reagente foi 

avaliada em 570 nm e 600 nm para determinar o tempo ideal de incubação e a densidade de 

plaqueamento celular.  

Fonte: Elaborada pela autora. 

 



78 

 

 

 

Figura 19 - Ensaio de viabilidade celular em diferentes concentrações de células MSC 

e horas de incubação 

 

Legenda: Diferentes concentrações de células por poço foram semeadas e incubados por 24h (A), 48h (B) e 72h 

(C) a 37 °C, 5% de CO2. O reagente alamarBlue™ (10μL/ poço) foi adicionado e a redução do reagente 

foi avaliada em 570 nm e 600 nm para determinar o tempo ideal de incubação e a densidade de 

plaqueamento celular. 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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Figura 20 - Ensaio de viabilidade celular após incubação das proteínas recombinantes 

P40, MAG_1560 e MAG_6130 de Mycoplasma agalactiae em células 

HeLa 

  

Legenda: As células foram semeadas em placas de 24 poços (2x103 células/ poço) e, após incubação por 18h, 

foram incubadas com as proteínas recombinantes P40, MAG_1560 e MAG_6130 [1 µg.mL-1 (A), 2 

µg.mL-1 (B) e 4 µg.mL-1 (C)]  em triplicata. Após 48 horas de incubação com as proteínas foi 

acrescentado o reagente alamarBlue™ e sua redução foi avaliada em espectrofotômetro nos 

comprimentos de onda de 570 nm e 600 nm, após 4 horas de incubação com o reagente. Células HeLa 

sem o estímulo foram utilizadas como controle negativo. (*) p <0.05, (**) p <0.01 representam 

diferença estatisticamente significante calculados pelo teste t de Student. 

 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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Figura 21 - Ensaio de viabilidade celular após incubação das proteínas recombinantes 

P40, MAG_1560 e MAG_6130 de Mycoplasma agalactiae em células 

MSC 

  
Legenda: MSC foram semeadas em placas de 24 poços (1x104 células/poço) e, após incubação por 18h, foram 

incubadas com as proteínas recombinantes P40, MAG_1560 e MAG_6130 [1 µg.mL-1 (A), 2 µg.mL-1 
(B) e 4 µg.mL-1 (C)] em triplicata. Após 48horas de incubação com as proteínas foi acrescentado o 

reagente alamarBlue™ e sua redução foi avaliada em espectrofotômetro nos comprimentos de onda de 

570 nm e 600 nm, após 4 horas de incubação com o reagente. Células MSC sem o estímulo foram 

utilizadas como controle negativo. (*) p <0.05, (**) p <0.01 representam diferença estatisticamente 

significante calculados pelo teste t de Student. 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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5.5.2 Análise da expressão gênica da via de dano ao DNA 

 

A expressão dos genes da via de sinalização de danos ao DNA foi avaliada em células 

após exposição às proteínas P40, MAG_1560, MAG_6130 (Figura 22) (4 µg.mL-1). Entre os 

genes analisados, 13 genes foram regulados positivamente em células inoculadas com P40 em 

comparação com o controle (células não estimuladas) (ATRX, BAX, CDC25A, CHEK1, 

CRY1, DDB2, NBN, PCNA, RAD51B, UNG, XPA, XRCC2, XRCC3; p <0,05). Comparando 

a expressão gênica em células incubadas com MAG_1560 e grupo controle, apenas um gene 

foi regulado positivamente (CDC25A; p <0,05). Comparando a expressão gênica em células 

estimuladas com MAG_6130 e grupo controle, dois genes foram regulados positivamente 

(XPA e XPC; p <0,05) e apenas um gene foi regulado negativamente CDKN1A (p <0,05). 
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Figura 22 - Análise de expressão gênica: Genes regulados positivamente e regulados negativamente  

 

 

Legenda: Perfil de expressão gênica de células HeLa estimuladas com proteínas recombinantes de M. agalactiae (P40, MAG_1560 e MAG_6130) por 48 horas em comparação 

ao grupo controle (não estimuladas). P40, houve diferenças estatísticas entre os grupos em 13 genes regulados positivamente (ATRX, BAX, CDC25A, CHEK1, 

CRY1, DDB2, NBN, PCNA, RAD51B, UNG, XPA, XRCC2, XRCC3; p <0,05). MAG_1560, houve diferença estatística em apenas um gene regulado positivamente 

(CDC25A; p <0,05). MAG_6130, houve diferenças estatísticas em dois genes regulados positivamente (XPA e XPC; p <0,05) e apenas um gene regulado 

negativamente (CDKN1A; p <0,05). O experimento foi realizado em triplicata e os resultados representam a média dos valores. * Significância estatística (p <0,05) 

(teste T de Student, 2^ (- Delta Ct) para cada gene no grupo controle e nos grupos de tratamento. 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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6 DISCUSSÃO  

  

Micoplasmas possuem várias proteínas de membrana associadas aos lipídios, 

denominadas lipoproteínas. Ao contrário das bactérias com parede celular, que possuem um 

número menor dessas moléculas. Em geral, dois terços da massa da membrana dos micoplasmas 

correspondem a lipoproteínas (RAZIN; YOGEV; NAOT, 1998; CHAMBAUD; 

WRÓBLEWSKI; BLANCHARD, 1999; YOU; ZENG; WU, 2006). Essas moléculas expostas 

à superfície bacteriana podem ter as mesmas funções que as proteínas periplasmáticas em 

bactérias Gram-negativas (BROWNING et al., 2011) e geralmente medeiam a adesão 

(VENGADESAN; NARAYANA, 2011). 

A partir das análises do blotting de colônias, observa-se que as proteínas P40, 

MAG_1560 e MAG_6130, não possuem alta frequência de variação antigênica, embora a P40 

esteja envolvida em um evento de duplicação de genes (BARBOSA et al., 2020), tornando essas 

proteínas boas candidatas para o desenvolvimento de testes de diagnósticos. Fleury et al. (2002) 

confirmaram que P40 de M. agalactiae está localizado na sua superfície e expresso na maioria 

dos sorotipos, exceto o sorotipo C, que compreende 3,6% dos isolados (Bergonier et al., 1996). 

De forma semelhante, nesse estudo demonstrou a localização subcelular de MAG_1560 e 

MAG_6130 na membrana citoplasmática do micro-organismo. Contudo, MAG_1560 é 

expressa em níveis mais baixos ou talvez apenas em algum ponto da fase de crescimento do 

micro-organismo, in vitro.  

Em M. agalactiae, até o momento, foi descrito apenas uma família multigênica 

envolvida em rearranjos de DNA de alta frequência, denominado de locus vpma (GLEW et al., 

2000b) ou avg (FLITMAN-TENE et al., 2000). As proteínas de superfície Vpma podem estar 

envolvidas com evasão do sistema imune durante a infecção e influenciar a sobrevivência e 

persistência do micro-organismo no hospedeiro e dessa forma, facilitar a infecção crônica 

(CHOPRA-DEWASTHALY et al., 2012). Durante a infecção a expressão de VpmaY 

demonstou ser dominante em fases iniciais de infecções via conjuntiva ocular e por via 

intramamária, evidenciando um potencial de infecção diferencial entre as Vpma (CHOPRA-

DEWASTHALY et al., 2017). Além disso, Vpmas também demonstraram ter importante 

função na patogênese de M. agalactiae, uma vez que foi identificado a relação dessas moléculas 

na adesão e invasão do micro-organismo em células HeLa e células mamárias epiteliais e 

estromais de ovelhas, destacando-se principalmente VpmaV (HEGDE et al., 2018). 
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Similarmente, em M. bovis (estirpe PG45), também foi identificado uma família de 

lipoproteínas de superfície variáveis em tamanho e fase, denominadas Vsp, codificadas por 13 

genes de cópias únicas apresentando alta frequência de variação de fase e tamanho 

independentes ancoradas na membrana plasmática pelo domínio N-terminal e com regiões de 

epítopos compartilhados (BÜRKI; FREY; PILO, 2015). Além disso, Vsp também possui 

regiões imunogênicas e sítios relacionados a adesão de M. bovis à células de pulmão bovino 

pelo menos nas VspA, VspB, VspE e VspF (SACHSE et al., 2000). M. hyorhinis, um patógeno 

suíno e associado a câncer gástrico em humanos possui sete proteínas de superfície variáveis 

(Vlp) as quais estão relacionadas a adesão em células epiteliais da traqueia e renais de suínos, 

principalmente VlpD e VlpF (XIONG et al., 2016a). Além de Vlp em M. hyorhinis auxiliar na 

evasão do sistema imune durante a infecção in vivo, Vlp podem ter também função na adesão 

à células de outras espécies, pois esse micro-organismo também é um frequente contaminante 

de culturas de células (XIONG et al., 2016a). A família de lipoproteínas de superfície pMGA 

de M. gallisepticum apresenta 33 membros na estirpe S6, 70 na estirpe R e alta variação de fase 

in vivo, diminui sua expressão após dois dias da infecção e é expressa novamente, seis dias após 

infecção, na maioria das colônias. As lipoproteínas pMGA demonstraram um fenótipo 

reversível e intercalável entre o fenótipo pMGA1.1 e pMGA1.2, fornecendo uma vantagem 

seletiva na colonização nos estágios iniciais da infecção na colonização traqueal (GLEW et al., 

2000a). A rápida e reversível mudança na expressão do gene codificador da proteína pMGA é 

regulada pelo trinucleotídeo (GAA)12 presente em pMGA1.9 e pMGA1.2 (GLEW et al., 1998). 

Outras proteínas de superfície variáveis tem sido identificadas em micoplasmas, como as Vmm 

e Vmm-type em M. mycoides (agente causador da Pleuropneumonia contagiosa bovina) 

(HAMSTEN et al., 2008); e nos micoplasmas humanos: P35 em M. penetrans (FERRIS et al., 

1999) e Vaa em M. hominis (BOESEN et al., 1998). 

A citoaderência em micoplasmas é essencial para a colonização e infecção, e é o 

principal fator de virulência. Essas bactérias têm vias metabólicas incompletas e usam a adesão 

às células do hospedeiro para obter nutrientes (ROTTEM, 2003). As adesinas mais bem 

caracterizadas em micoplasmas são as de micoplasmas humanos, M. pneumoniae e M. 

genitalium, e o patógeno de aves, M. gallisepticum. Esses micro-organismos possuem uma 

“organela de adesão” que consiste em uma estrutura terminal com um filamento central, 

formada por diversas adesinas (WAITES; TALKINGTON, 2004). Outros micoplasmas não 

possuem estrutura específica para adesão e ainda apresentam citoaderência mediada por 

lipoproteínas. Ensaios de imunoflueresência demonstrou que as subunidades α e β da piruvato 
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desidrogenase de M. gallisepticum é aderente à fibroblastos de galinha (DF-1) e a aderência foi 

inibida por antisoro específicos contra PDHA e PDHB (QI et al., 2018). Por 

imunofluorescência, foi observado que anticorpos contra frutose-1,6-bisfosfato aldolase de M. 

bovis inibiram a aderência de M. bovis à células de pulmão bovino (EBL), em ensaio de adesão 

em monocamada, apresentando taxa de inibição da aderência de 34,4% (GAO et al., 2018). Em 

M. pneumoniae, o fator de alongamento Tu adere à células A594 e essa adrência é inibida por 

anticorpos contra esse fator de alongamento em imunoensaios (WIDJAJA et al., 2017). Duas 

outras moléculas de M. pneumoniae, GroEL e DnaK, também foram descritas como adesinas à 

A549, por imunoensaios em microplacas e imunofluerescência, além disso enquanto em GroEL 

valores de adesão são mais altos tanto na fração citosólica quanto às proteínas associadas a 

membrana de A594, DnaK, se aderiu a ambas frações, porém em maior quantidade à fração 

contendo proteínas citosólicas (HAGEMANN et al., 2017). Em M. hyopmeumoniae foi 

demonstrado em ensaios em microplacas que P146 possui dois fragmentos de adesão ao epitélio 

cíliado de suínos, o fragmento F1P146/232 e o fragmento F3P146/232 (BOGEMA et al., 2012). 

Diferentes fragmentos da proteína Mhp107 de M. hyopneumoniae também demonstrou 

aderência à células epiteliais de rim de porcos (células PK15) (F3Mhp107) e à cílios respiratórios 

de suínos (F1Mhp107, F2Mhp107 e F3Mhp107) (SEYMOUR et al., 2011). Outra proteína, também de 

M. hypneumoniae demonstrou aderência à células PK15 e à cílios respiratórios de suínos por 

imunoensaios em microplacas em diferentes regiões (SEYMOUR et al., 2010). 

Especificamente sobre M. agalactiae, apenas P40 (FLEURY et al., 2002), piruvato 

desidrogenase (HEGDE; ROSENGARTEN; CHOPRA-DEWASTHALY, 2015) e Vpmas 

(HEGDE et al., 2018) foram descritas como adesinas e/ ou invasinas até o momento. P40 

demonstrou aderência previamente em células sinoviais de articulações de cordeiro em ensaios 

de inibição de adesão, contudo, maiores taxas de inibição de adesão foram obervadas ao usar 

apenas a porção Fab de anticorpos específicos contra P40 (38,7%) quando comparado com 

anticorpos totais (85,7%) (FLEURY et al., 2002) 

Ensaios com M. agalactiae mutantes para a subunidade B de piruvato desidrogenase 

(∆pdhB) demonstraram menor invasividade em HeLa quando comparados com a espirpe 

selvagem (PG2) e complementar (ΔpdhB::pPpdhABlacZ) (HEGDE; ROSENGARTEN; 

CHOPRA-DEWASTHALY, 2015). Em ensaios de adesão in vitro com PG2 mutantes 

expressando uma única Vpma (VpmaU, VpmaV, VpmaW, VpmaX, VpmaY ou VpmaZ) em 

HeLa, células mamárias epitelias (MEC) e estromais (MSC) de ovelhas demonstraram que 

apenas VpmaU possuiu características de adesinas ao comparar a adesão da estirpe expressando 
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apenas VpmaU com a estirpe PG2 selvagem, entretanto, todas Vpmas possuíram a taxa de 

adesão significantemente reduzidas em ensaios de inibição da adesão com anticorpos 

específicos contra cada Vpma, comparadas com as estipes na ausência de anticorpos. Vpmas 

também demonstraram potencial de invasividade, principalmente VpmaV, embora não tenha 

sido estatisticamente significante quando comparada com PG2. Estirpe expressando apenas 

VpmaU foi a menos invasiva (estatisticamente significante) entre todas as outras Vpmas quando 

comparada à estirpe selvagem (HEGDE et al., 2018). VpmaV compartilha epítopos com a 

adesina Vsp de M. bovis e esses epítopos podem também ser os responsáveis pela adesão de 

VpmaV, embora essa afirmação ainda necessita validação experimental (HEGDE et al., 2018). 

Ensaios de adesão bacteriana demonstraram que, em M. agalactiae, PG2 e GM139 

aderem às células eucarióticas de maneira semelhante, tanto em HeLa quanto em células 

estromais primárias de ovelha (MSC), embora a taxa de adesão observada neste estudo (entre 

10-15%) tenha sido menor do que a taxa de adesão observada em estudos anteriores usando o 

mesmo protocolo e células (HEGDE et al., 2015a, 2018). Como utilizada nesse trabalho, MOI 

100 (ou maior) é bastante comum em estudos de interação micoplasma-célula, por exemplo, 

em Ureaplasma diversum (MOI de 100) (MARQUES et al., 2016) e M. synoviae (2009) 

(DUŠANIĆ et al., 2009). MOI maiores que 100 também foram usados em ensaios de adesão 

entre outros micoplasmas e células hospedeiras, por exemplo, MOI 200 para M gallisepticum. 

(QI et al., 2018), MOI 1000 (GUO et al., 2017), MOI 500 (CHEN et al., 2018) e MOI 200 

(GAO et al., 2018) para M. bovis, assim como MOI 200 para M. synoviae (BAO et al., 2014).  

Ao avaliar a capacidade específica dos anticorpos anti-P40, anti-MAG_1560 e anti-

MAG_6130 em inibir a ligação de M. agalactiae à célula, observou-se que a proteína 

MAG_6130 possui capacidade de adesão semelhante da citoadesina P40, descrita por Fleury et 

al., (2002). Os resultados foram semelhantes por diferentes métodos: inibição da adesão 

realizada com frações celulares em imunoensaios e em células em monocamadas de HeLa e 

MSC. Por outro lado, a adesão de MAG_1560 mostrou ser inibida apenas em ensaios de adesão 

usando frações celulares de MSC e HeLa (em altas concentrações), mas não em células em 

monocamadas. A expressão de MAG_1560 nesta situação pode estar sendo regulada por fatores 

ambientais ou por interferência entre adesinas. As bactérias que expressam adesinas múltiplas 

variam seu perfil de adesão por meio da expressão controlada de adesinas em diferentes estágios 

durante a infecção (KLEMM; SCHEMBRI, 2000). 

Além da citoaderência inicial, as adesinas requerem uma associação estável com outras 

moléculas biológicas, incluindo fribronectina, plasminogênio, heparina, fibrinogênio, 
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vitronectina (YIWEN et al., 2021). Os ensaios de ligação às proteínas do plasminogênio e da 

matriz extracelular identificaram que as proteínas de membrana de M. agalactiae avaliadas 

nesse estudo se ligam a essas moléculas de forma diferenciada entre elas e não dependente da 

concentração. P40 se liga ao plasminogênio, porém não foi avaliado se P40 é capaz de ativar 

plasminogênio à plasminina e se interações iônicas e o aminoácido lisina interfere nessa 

interação. P40 também se liga à fibronectina, lactoferrina e fibrinogênio. MAG_1560 se liga 

apenas ao fibrinogênio. E MAG_6130, liga-se à fibronectina, lactoferrina e fibrinogênio. A 

interação de MAG_6130 e P40 com lactoferrina sugere que essas moléculas podem estar 

envolvidas no metabolismo de ferro de M. agalactiae e possivelmente contribuindo na 

virulência. Em M. pneumoniae, é proposto que a aquisição de lactoferrina humana provoca 

lesão local, através da geração de radicais hidroxi reativos resultantes da introdução de 

complexos de ferro em um microambiente tornado localmente ácido pelo metabolismo celular 

que também inclui peróxido de hidrogênio e ânion superóxido (WAITES; TALKINGTON, 

2004). 

As interações entre as proteínas do hospedeiro e outras proteínas de micoplasma têm 

sido descritas (SEYMOUR et al., 2012; BAO et al., 2014; GRÜNDEL et al., 2016b; GUO et 

al., 2017; HAGEMANN et al., 2017; ZHAO et al., 2017; GAO et al., 2018). GroEL e DnaK de 

M. pneumoniae demonstraram se ligar ao plasminogênio (0-10 µg.mL-1), vitronectina (0-1 

µg.mL-1), fibrinogênio (0-40 µg.mL-1), fibronectina (0-80 µg.mL-1), lactoferrina (0-1 µg.mL-1) 

e laminina (0-20 µg.mL-1), além disso essas ligações foram alteradas pela força iônica pela 

adição de NaCl para a interação de GroEL e DnaK e plasminogênio, vitronectina, lactoferrina 

e laminina (HAGEMANN et al., 2017). Além dessas proteínas, proteínas glicolíticas (PdhA, 

PdhB, PdhC, GapA, Pgm, Pyk, Tkt e Ldh) de M. peneumoniae também apresentam ligação à 

diversas moléculas do hospedeiro [lactoferrina (0-2,5 µg.mL-1), laminina (0-25 µg.mL-1), 

vitronectina (0-2 µg.mL-1), fibrinogênio (0-10 µg.mL-1) e fibronectina (0-10 µg.mL-1)] 

(GRÜNDEL et al., 2016a). As proteínas FBA (HUANG et al., 2019), TrmFO (GUO et al., 

2017) e P27 (CHEN et al., 2018) de M. bovis também tem sido demonstrada a se ligarem à 

fibronectina (0-50/100 µg.mL-1). 

 O plasminogênio é imobilizado na superfície de algumas bactérias pela presença de 

receptores, que permitem sua conversão em plasmina e migração bacteriana por meio da 

barreira tecidual (GRÜNDEL et al., 2016b; HAGEMANN et al., 2017). Além disso, o 

plasminogênio ligado à superfície do patógeno pode contribuir para a degradação de C3b e C5, 

inibindo assim a ativação das três vias do sistema do complemento (BHATTACHARYA; 
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PLOPLIS; CASTELLINO, 2012; LAW; ABU-SSAYDEH; WHISSTOCK, 2013). Embora a 

proteína MAG_6130 não se ligue ao plasminogênio, ela interage com outras moléculas do 

hospedeiro (fibronectina, lactoferrina e fibrinogênio) podendo contribuir para a adesão do 

micoplasma à célula hospedeira. As interações entre proteínas bacterianas e fibronectina e 

fibrinogênio facilitam a fixação do micro-organismo à superfície da célula hospedeira via 

integrina, auxiliando na adesão, invasão e formação de biofilme bacteriano (STONES; 

KRACHLER, 2015; PICKERING et al., 2019). Além disso, a ligação da lactoferrina ao P40 e 

ao MAG_6130 pode auxiliar na aquisição de ferro para o crescimento e proteção bacteriana 

contra peptídeos antimicrobianos catiônicos, conforme descrito para outras bactérias 

(MORGENTHAU et al., 2013). Portanto, além de P40 e MAG_6130 estarem envolvidas na 

adesão à célula hospedeira, também podem estar envolvidos na evasão do sistema imunológico. 

Ainda, a ausência da inibição da adesão de MAG_1560 em monocamada de células HeLa pode 

também ser devido a falta de interação entre essa molécula e fibronectina, uma vez que 

fibronectina ou polissacarídeos sulfatados estão relacionas à capacidade de adesão/invasão de 

bactérias ao hospedeiro (ROTTEM, 2003).  

Em M. pneumoniae todas as subunidades da piruvato desidrogenase (PDHA-D) foram 

capazes não apenas se ligarem à células HeLa mas também ao plasminogênio humano de forma 

dose-dependente (GRÜNDEL et al., 2015). A ligação de PDHB e PDHD não foi alterada pela 

concentração de NaCl, ao contrário do que foi observado com PDHA e PDHC (GRÜNDEL et 

al., 2015). Com a adição do análogo de lisina, o ácido aminocapróico, reduziu a ligação do 

plasminogênio à todas subunidades do piruvato desidrogenase, contudo, apenas PDHB ativou 

plasminogênio na presença de uPa e a plasmina convertida foi capaz de induzir a degradação 

de fibrinogênio humano (GRÜNDEL et al., 2015). 

Proteínas de membrana de micoplasmas também interagem com outras proteínas da 

matriz extracelular que não foram avaliadas neste trabalho. GAPDH de M. hyorhynis além de 

interagir com fibronectina, também se liga à laminina, colágeno tipo IV e vitronectina de forma 

dose-dependente (WANG et al., 2021). Frações da proteína Mhp271 (M. hyopyneumoniae) 

mostraram uma ligação de alta afinidade à heparina e essa ligação é dependente do grau de 

sulfatação (DEUTSCHER et al., 2010). O fator de enlongação Tu, nesse mesmo micro-

organismo demonstrou interagir com plasminogênio, fibronectina, fibrinogênio, vitronectina, 

lactoferrina e laminina de forma dose-dependente. Ainda, a ligação ao plasminogênio é 

dependente de interações iônicas (avaliado com concentrações crescentes de NaCl) e ácido 
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aminocapróico inibiu a interação entre plasminogênio e o fator de enlongação Tu, destacando 

a multifuncionalidade dessa proteína moonlighting (WIDJAJA et al., 2017). 

Apesar dos estudos de adesão entre micoplasmas e as células hospedeiras, pouco se sabe 

sobre a interação entre esses micro-organismos e receptores celulares. Foi demonstrado que M. 

hyopneumoniae se liga à β-actina extracelular de células epiteliais suínas de forma dose-

dependente e essa adesão é mediada pela proteína P97 em pelo menos duas regiões distintas, 

caracterizando a actina como um receptor importante para M. hyopneumoniae no pulmão de 

suínos (RAYMOND et al., 2018). Outro estudo demonstrou que ambos, M. gallisepticum e a 

proteína MgPa se ligam a ciclofilina A na célula hospedeira, sendo um possível receptor para 

esse micro-organismo (DENG et al., 2018a). Além disso, MgPa também interage com outros 

três peptídeos (V-H-W-D-F-R-Q-W-W-Q-P-S), (D-W-S-S-W-V -Y-R-D-P-Q-T) e (H-Y-I-D-

F-R-W), identificados por Phage display, que podem estar associados como receptores na 

adesão de células (DENG et al., 2018b). Ácido siálico atua como receptor de M. pneumoniae, 

especificamente, α-2,3- e α-2,6-sialilactose favorece a aderência do micro-organismo 

(WILLIAMS et al., 2018). Também, ácido siálico atua como receptor da adesina P110 de M. 

gallisepticum, caracterizada por interações com o tripeptídeo Ser456-Phe457-Ser458 e aos 

resíduos Pro197–Ser198–Pro199–Asn200, demonstrando ser o principal receptor na célula 

hospedeira durante a infecção (APARICIO et al., 2018). Ainda, glicoconjugados sialilados 

atuam como receptores na ligação de M. mobile à célula hospedeira por meio do domínio C-

terminal da adesina Gli349 e essa interação está envolvida no mecanismo de deslizamento de 

M. mobile (HAMAGUCHI et al., 2019). 

A adesão de micoplasmas às células hospedeiras pode levar a danos celulares 

(ROTTEM, 2003). Em M. pneumoniae, a ausência de fosforilação nas proteínas HMW1, 

HMW3, na adesina principal P1 e na proteína de superfície MPN474 não apenas altera a função 

da organela terminal, resultando em menor adesão, mas também atua na perda de citotoxicidade 

à células HeLa (SCHMIDL et al., 2010). Ao avaliar a citotoxicidade das proteínas 

recombinantes P40, MAG_1560 e MAG_6130 em células MSC e HeLa demonstrou-se que 

essas proteínas alteram a viabilidade / proliferação celular e podem contribuir para o processo 

de destruição celular em células infectadas com M. agalactiae. Estes resultados demonstraram 

uma citotoxicidade dependente da dose. Da mesma forma, proteínas de membrana em outros 

micoplasmas também demonstraram desempenhar um papel importante na destruição celular, 

como evidenciado pela proteína MhSPase I ao ser incubada com células suínas PK(15) em 

concentrações de 0,5 à 2 µg.mL-1 onde o efeito citotóxico foi avaliado pelo ensaio de MTT e 
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ativação de caspase-3 (PAES et al., 2017). Além disso, lipoproteínas de U. diversum (0,5 à 2 

µg.mL-1) também induzem a expressão de IL-1β, TNF-α, TLR2 e TLR4 em macrófagos e IL-

1β e TNF- α em blastocistos (SANTOS-JUNIOR et al., 2018). Contudo, mais estudos precisam 

ser realizados para avaliar se P40, MAG_1560 e MAG_6130 também estão envolvidas na 

viabilidade celular por meio da indução de citocinas pró-inflamatórias (IL-1 e IL-6), NO e ROS. 

Danos à célula hospedeira têm sido demonstrados em alguns micoplasmas patogênicos 

em animais (LIU; SHOU, 2011; AMORIM et al., 2014; BAI et al., 2015; HEGDE et al., 2016; 

XUE et al., 2017; LIU et al., 2020b; HU et al., 2021) e em humanos (SILWEDEL et al., 2019) 

com ativação de caspases, MAPK, ROS e a via de sinalização ERK (NI et al., 2015; LI et al., 

2016). Especificamente, foi demonstrado que algumas proteínas presentes nestes micro-

organismos ativam genes pró-apoptóticos, como a nuclease MbovNase (ZHANG et al., 2016), 

proteína P48 (WU et al., 2021), MbovP280 (ZHAO et al., 2021) de M. bovis; Mhp597 e P68, 

de M. hyopneumoniae (LI et al., 2019; LIU et al., 2019) e GroEL, de M. galissepticum (YU et 

al., 2019) por ativação de MAPK, BAK, caspases ou por via desconhecida. Ao contrário, Gaa 

de M. gallisepticum, além de ativar MAPK e NF-κB via MAP3K1 e induzir TNF-α, IL-1β, IL-

6 e IL-8, Gaa induz proliferação celular por aumento da progessão do ciclo celular e supressão 

da apoptose celular (ZHAO et al., 2019). Da mesma forma, neste estudo demonstramos o perfil 

de regulação positiva de genes em células estimuladas por proteínas de membrana de M. 

agalactiae, principalmente por P40. Contudo, não se pode afirmar qual via de sinalização de 

dano/ reparo ao DNA foi ativada. Evidências de eventos de apoptose foram observadas pelo 

aumento da expressão de ATRX (que atua na remodelação da cromatina e está relacionado à 

cascata de MAPK (LOVEJOY et al., 2012)) e aumento da expressão de BAX, que permite a 

liberação de citocromo c e outras moléculas por meio de canais na membrana mitocondrial, 

além de ativar caspase 9 e, em seguida a caspase 3 (KIM-CAMPBELL; GOMEZ; BAYIR, 

2019). Aumento na expressão de moléculas que atuam em resposta à danos ao DNA foi também 

observado. Inicialmente, RAD51 é recrutado de forma dependente de ATM e NBN. NBN 

direciona MRE11A e RAD50 para o sítio de dano ao DNA, onde interage com a proteína ATM 

(STRACKER; PETRINI, 2011; YAN; SORRELL; BERMAN, 2014). RAD51 em complexo 

com XRCC3, promove a ativação de Chek2. O ATR também é ativado e fosforila Chek1, 

resultando na interrupção do ciclo celular. DDB2 também diminui a regulação de p21 por 

proteólise, permitindo a morte celular (STOYANOVA et al., 2009). Devido à gravidade do 

dano ao DNA pode ocorrer parada do ciclo celular, reparo do DNA, senescência ou apoptose 
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(CICCIA; ELLEDGE, 2010; SUWAKI; KLARE; TARSOUNAS, 2011; SULLIVAN; 

BERNSTEIN, 2018).  
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7 CONCLUSÃO 

 

Apenas algumas proteínas de M. agalactiae têm sido funcionalmente caracterizadas até 

agora, incluindo P40 (FLEURY et al., 2002), PdhB (HEGDE; ROSENGARTEN; CHOPRA-

DEWASTHALY, 2015), Vpmas (HEGDE et al., 2018) e MAG_5040 (CACCIOTTO et al., 

2013). Este estudo comprovou resultados prévios de bioinformática (BARBOSA, 2016; 

BARBOSA et al., 2020) demonstrado que as proteínas P40, MAG_1560 e MAG_6130 estão 

localizadas na membrana citoplasmática de M. agalactiae e provavelmente não estão 

envolvidas em eventos de alta variação antigênica de superfície além de serem imunogênicas 

em coelhos. Ainda, P40 e MAG_6130 contribuem para a adesão celular do micro-organismo 

evidenciado in vitro por imunoensaios e em células em monocamada. Pela primeira vez, 

descrevemos em M. agalactiae três proteínas de membrana que interagem a pelo menos uma 

das moléculas do hospedeiro avaliadas (plasminogênio, fibronectina, lactoferrina e/ou 

fibrinogênio). Destaca-se também a interação de P40 e MAG_6130 à lactoferrina e o possível 

envolvimento dessas moléculas na captação e/ou metabolismo de ferro pela célula bacteriana. 

Além disso, mostramos que principalmente P40 pode alterar a proliferação ou a viabilidade de 

células HeLa e MSC devido à extensão aos danos ao DNA que necessita, posteriormente, ser 

confirmado com Western blotting. Dessa forma, P40, MAG_1560 e MAG_6130 podem 

contribuir para a colonização, evasão imunológica e estabelecimento da infecção por M. 

agalactiae no hospedeiro. Portanto, evitar a adesão microbiana ao inibir a ligação dessas 

proteínas de membrana aos receptores da célula hospedeira fortalece as evidências de que P40, 

MAG_1560 e MAG_6130 podem ser candidatos vacinais. 
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APÊNDICE A - Colony blotting de colônias de Mycoplasma ovipneuminiae e M. 

gallisepticum imobilizadas em membrana de nitrocelulose 

 

 

Legenda: A cor rosa é resultado da aplicação do contra-corante Ponceau S e indica ausência de reação cruzada 

entre os anticorpos específicos avaliados em M. galissepticum (superior) e M. ovipneuminiae (abaixo). 

Concentrações do anticorpo primário 15 µg.mL-1 (anti-P40), 60 µg.mL-1 (MAG_1560) e 2,5 µg.mL-1 

(anti-MAG_6130). Imagens feitas em estereomicroscópio Nikon SMZ-U. 

Fonte: Elaborada pela autora. 



 

 

 

Anexo A - Genes avaliados pelo Kit Human DNA Damage Signaling Pathway - RT2 

ProfilerTM PCR Array (Qiagen)  

 (continua) 

Símbolo Descrição 

ABL1 C-abl oncogene 1, non-receptor tyrosine kinase 

APEX1 APEX nuclease (multifunctional DNA repair enzyme) 1 

ATM Ataxia telangiectasia mutated 

ATR Ataxia telangiectasia and Rad3 related 

ATRIP ATR interacting protein 

ATRX 

Alpha thalassemia/mental retardation syndrome X-

linked 

BARD1 BRCA1 associated RING domain 1 

BAX BCL2-associated X protein 

BBC3 BCL2 binding component 3 

BLM Bloom syndrome, RecQ helicase-like 

BRCA1 Breast cancer 1, early onset 

BRIP1 BRCA1 interacting protein C-terminal helicase 1 

CDC25A Cell division cycle 25 homolog A (S. pombe) 

CDC25C Cell division cycle 25 homolog C (S. pombe) 

CDK7 Cyclin-dependent kinase 7 

CDKN1A Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21, Cip1) 

CHEK1 CHK1 checkpoint homolog (S. pombe) 

CHEK2 CHK2 checkpoint homolog (S. pombe) 

CIB1 Calcium and integrin binding 1 (calmyrin) 

CRY1 Cryptochrome 1 (photolyase-like) 

CSNK2A2 Casein kinase 2, alpha prime polypeptide 

DDB1 Damage-specific DNA binding protein 1, 127kDa 

DDB2 Damage-specific DNA binding protein 2, 48kDa 

DDIT3 DNA-damage-inducible transcript 3 

ERCC1 

Excision repair cross-complementing rodent repair 

deficiency, complementation group 1 

ERCC2 

Excision repair cross-complementing rodent repair 

deficiency, complementation group 2 

EXO1 Exonuclease 1 

FANCA Fanconi anemia, complementation group A 

FANCD2 Fanconi anemia, complementation group D2 

FANCG Fanconi anemia, complementation group G 

FEN1 Flap structure-specific endonuclease 1 

GADD45A Growth arrest and DNA-damage-inducible, alpha 

GADD45G Growth arrest and DNA-damage-inducible, gamma 

H2AFX H2A histone family, member X 

HUS1 HUS1 checkpoint homolog (S. pombe) 

LIG1 Ligase I, DNA, ATP-dependent 

MAPK12 Mitogen-activated protein kinase 12 

  



 

 

 

Anexo A - Genes avaliados pelo Kit Human DNA Damage Signaling Pathway - RT2 

ProfilerTM PCR Array (Qiagen) 

                                                                                                                              (continuação) 

Símbolo Descrição 

MBD4 Methyl-CpG binding domain protein 4 

MDC1 Mediator of DNA-damage checkpoint 1 

MCPH1 Microcephalin 1 

MLH1 

MutL homolog 1, colon cancer, nonpolyposis type 2 (E. 

coli) 

MLH3 MutL homolog 3 (E. coli) 

MPG N-methylpurine-DNA glycosylase 

MRE11A 

MRE11 meiotic recombination 11 homolog A (S. 

cerevisiae) 

MSH2 

MutS homolog 2, colon cancer, nonpolyposis type 1 (E. 

coli) 

MSH3 MutS homolog 3 (E. coli) 

NBN Nibrin 

NTHL1 Nth endonuclease III-like 1 (E. coli) 

OGG1 8-oxoguanine DNA glycosylase 

PARP1 Poly (ADP-ribose) polymerase 1 

PCNA Proliferating cell nuclear antigen 

PMS1 

PMS1 postmeiotic segregation increased 1 (S. 

cerevisiae) 

PMS2 

PMS2 postmeiotic segregation increased 2 (S. 

cerevisiae) 

PNKP Polynucleotide kinase 3'-phosphatase 

PPM1D Protein phosphatase, Mg2+/Mn2+ dependent, 1D 

PPP1R15A 

Protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 

15A 

PRKDC Protein kinase, DNA-activated, catalytic polypeptide 

RAD1 RAD1 homolog (S. pombe) 

RAD17 RAD17 homolog (S. pombe) 

RAD18 RAD18 homolog (S. cerevisiae) 

RAD21 RAD21 homolog (S. pombe) 

RAD50 RAD50 homolog (S. cerevisiae) 

RAD51 RAD51 homolog (S. cerevisiae) 

RAD51B RAD51 homolog B (S. cerevisiae) 

RAD9A RAD9 homolog A (S. pombe) 

RBBP8 Retinoblastoma binding protein 8 

REV1 REV1 homolog (S. cerevisiae) 

RNF168 Ring finger protein 168 

RNF8 Ring finger protein 8 

RPA1 Replication protein A1, 70kDa 

  

  



 

 

 

Anexo A - Genes avaliados pelo Kit Human DNA Damage Signaling Pathway - RT2 

ProfilerTM PCR Array (Qiagen) 

                                                                                                                                   (conclusão)                       

Símbolo Descrição 

SIRT1 Sirtuin 1 

SMC1A Structural maintenance of chromosomes 1A 

SUMO1 

SMT3 suppressor of mif two 3 homolog 1 (S. 

cerevisiae) 

TOPBP1 Topoisomerase (DNA) II binding protein 1 

TP53 Tumor protein p53 

TP53BP1 Tumor protein p53 binding protein 1 

TP73 Tumor protein p73 

UNG Uracil-DNA glycosylase 

XPA Xeroderma pigmentosum, complementation group A 

XPC Xeroderma pigmentosum, complementation group C 

XRCC1 

X-ray repair complementing defective repair in Chinese 

hamster cells 1 

XRCC2 

X-ray repair complementing defective repair in Chinese 

hamster cells 2 

XRCC3 

X-ray repair complementing defective repair in Chinese 

hamster cells 3 

XRCC6 

X-ray repair complementing defective repair in Chinese 

hamster cells 6 
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Anexo C – Certificado do curso de Uso de Animais em Experimentação 

 

 

  



 

 

 

Anexo D – Certificado do curso Armazenamento, Manuseio e Descarte de Produtos 
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