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RESUMO

REZENDE, I. S. Analise da variabilidade genética e imunoinformatica da
glicosiltransferase de Ureaplasma diversum e sua relagdo com a constituicéo,
antigenicidade e imunogenicidade do polissacarideo capsular. 2021. 106 f. Tese
(Doutorado em Microbiologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo
Paulo, S&o Paulo, 2021.

A economia do setor agro-industrial est4 diretamente relacionada a saude dos rebanhos.
A ocorréncia de infertilidade, pode ser causada por micoplasmas e ureaplasmas, e pode
levar a prejuizos. Ureaplasma diversum pode causar infecc@es e ativar a resposta imune
e ativacdo de TLR’s (Toll Like Receptors), bem como maturacdo de citocinas pro-
inflamatorias. O recente sequenciamento do genoma de Ureaplasma diversum, permitiu
aprimorar a compreensdo da biologia molecular destas infecces e ampliar as
possibilidades de desenvolvimento de novas alternativas diagnosticas e de prevencdo. O
objetivo deste estudo é avaliar a variabilidade genética e imunoinformatica do gene da
glicosiltransferase de U. diversum e sua relagdo com a constituicdo e antigenicidade e
imunogenicidade do polissacarideo capsular. Para tanto foi utilizada a cepa de
referéncia de U. diversum ATCC 49782 e 52 isolados de swab vulvovaginal de bovinos.
Foi realizada PCR para identificacdo do gene UD216, codificador da glicosiltransferase.
Os amplicons foram sequenciados e construida uma arvore filogenética. As sequencias
foram analisadas por meio de técnicas de bioinformatica para predicdo de
antigenicidade e caracteristicas para expressao heter6loga. As andlises de imuno e
antigenicidade foram realizadas com cultura de PBMC bovinos. O ensaio de
linfoproliferagdo foi feito por CFSE. Camundongos Balb/c foram usados para a
producdo de anticorpos policlonais. Foi avaliada a expressao génica por gPCR de IL-1p,
TNF-a, TLR2, TLR4 e iNOS. O nitrito foi dosado pelo método de Griess. Apds a
realizacdo de PCR dos 52 isolados de U. diversum, 69% (n=36) foram positivas para o
gene UD?216, distribuidas nos diferentes estados brasileiros de coleta. Com o
sequenciamento, as amostras formaram grupos de acordo com a proximidade génica
entre elas, compreendendo amostras coletadas em um mesmo lugar. As predi¢des por
bioinformética informaram que a sequéncia codificante do gene UD216 ndo possui
caracteristicas de antigenicidade mas tem capacidade de ligacéo a alelos de MHCI. As
variacdes na sequencia e na composicao de acucares podem relacionar com mecanismos
de variacdo antigénica e de escape a resposta imune. A presen¢a do polissacarideo
capsular ndo induziu proliferacdo linfocitdria em PBMC bovinos nem anticorpos
especificos em camundongos. A expressdo génica de marcadores inflamatérios foi
discreta, mas houve o aumento do nitrito nas culturas apos a exposi¢cdo ao CPS. Com 0s
resultados obtidos sera possivel fomentar a discussdo da importancia e relevancia do
polissacarideo capsular nas infec¢bes por U. diversum, na reproducdo e bovinocultura
no cenario brasileiro e dar base para o desenvolvimento de ensaios diagnosticos e
terapias mais eficientes.

Palavras-chave: Ureaplasma diversum. Glicosiltransferase. Capsula. Imunogenicidade.

Bioinformatica.



ABSTRACT

REZENDE, 1. S. Analysis of the genetic and immunoinformatics variability of
glycosyltransferase from Ureaplasma diversum and its relationship with the
constitution, antigenicity and immunogenicity of the capsular polysaccharide.
2021. 106 p. Thesis (Ph.D. thesis in Microbiology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2021.

The economy of the agro-industrial sector is directly related to the health of the herds.
The occurrence of infertility can be caused by mycoplasmas and ureaplasmas, and can
lead to damage. Ureaplasma diversum can cause infections and activate the immune
response and activation of TLR's (Toll Like Receptors), as well as maturation of pro-
inflammatory cytokines. The recent sequencing of the genome of Ureaplasma diversum
has improved the understanding of the molecular biology of these infections and
expanded the possibilities for developing new diagnostic and prevention alternatives.
The aim of this study is to evaluate the genetic and immunoinformatics variability of the
glycosyltransferase gene from U. diversum and its relationship with the constitution and
antigenicity and immunogenicity of the capsular polysaccharide. For this purpose, the
reference strain of U. diversum ATCC 49782 and 52 isolates of vulvovaginal swab from
bovines were used. PCR was performed to identify the UD216 gene, encoding the
glycosyltransferase. Amplicons were sequenced and a phylogenetic tree constructed.
The sequences were analyzed using bioinformatics techniques to predict antigenicity
and characteristics for heterologous expression. Immunogenicity and antigenicity
analyzes were performed with bovine PBMC cultures. The lymphoproliferation assay
was performed by CFSE. Balb/c mice were used to produce polyclonal antibodies. Gene
expression was evaluated by gPCR of IL-1B, TNF-a, TLR2, TLR4 and iNOS. Nitrite
was measured using the Griess method. After PCR of the 52 U. diversum isolates, 69%
(n=36) were positive for the UD216 gene, distributed in different brazilian states of
collection. With the sequencing, the samples formed groups according to the genetic
proximity between them, comprising samples collected in the same place.
Bioinformatics predictions indicated that the coding sequence of the UD216 gene does
not have antigenicity characteristics, but is capable of binding to MHCI alleles.
Variations in the sequence and composition of sugars may relate to mechanisms of
antigenic variation and immune response escape. The presence of capsular
polysaccharide did not induce lymphocyte proliferation in bovine PBMC or specific
antibodies in mice. Gene expression of inflammatory markers was discreet, but there
was an increase in nitrite in cultures after exposure to CPS. With the results obtained, it
will be possible to promote the discussion of the importance and relevance of the
capsular polysaccharide in infections by U. diversum, in reproduction and cattle raising
in the Brazilian scenario and provide a basis for the development of more efficient
diagnostic tests and therapies.

Keywords: Ureaplasma diversum. Glycosyltransferase. Capsule. Immunogenicity.

Bioinformatics.
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1 INTRODUCAO

Ureaplasma diversum originalmente foi definido como espécie ndo-patogénica
(KREPLIN, 1987; MARQUES et al, 2010). No entanto, foi demonstrado como
patdgeno oportunista, por causar danos extensos em bovinos, principalmente no trato
genital. Em touros, pode causar baixa motilidade espermatica, vesiculite seminal e
epididimite (MULIRA et al, 1992; MARQUES et al, 2015). Em vacas, causa grave
inflamacédo no sistema reprodutivo, podendo interferir na reproducéo. A invasao celular
por U. diversum causaria a ativacdo de receptores de resposta inflamatdria provocando o
prolongamento da biossintese de prostaglandina. Todos os elementos associados no
ambiente uterino causariam a impossibilidade de ovulacdo. Apesar disso, a maneira
como este micro-organismo exerce sua viruléncia e patogenicidade em bovinos ainda é
pouco conhecida (MARQUES et al., 2010).

A resposta imune dos hospedeiros as infec¢es por U. diversum também € pouco
descrita, incluindo-se o papel das proteinas de superficie e seu potencial antigénico
nestas bactérias (SANTOS-JUNIOR, 2021). Embora estudos clinicos tenham relatado
uma associacao entre afeccdes perinatais e infeccdo por ureaplasmas, principalmente em
humanos, os fatores de viruléncia de Ureaplasma spp. associados a problemas na
gestacdo continuam pouco conhecidos. A atividade biologica de varias moléculas de
superficie de micoplasmas é estudada in vitro (USHIDA et al., 2013). Apresentamos o
primeiro estudo de glicosiltransferase de Ureaplasma diversum.

Durante a co-evolugdo dos Mollicutes com humanos, o0s ureaplasmas
aparentemente alcancaram uma coexisténcia bem-sucedida, com altos niveis
populacionais considerando-se seus limitados recursos gendmicos. Para tanto, estas
bactérias precisaram reduzir algumas caracteristicas da sua viruléncia, como a perda de
grande parte da capsula (sintetizada pela enzima glicosiltransferase) — tornando-se um
pouco menos agressivos — e passando a utilizar um residuo produzido pelo hospedeiro
(uréia) como fonte de energia. Esta relacdo parasitaria ou simbiotica contribui para a
controversia associada ao estudo da infeccdo por ureaplasmas humanos (RAZIN et al.,
1998; KONG e GILBERT, 2004).

O polissacarideo capsular (CPS) desempenha papéis bioldgicos importantes para
muitos microrganismos, como a absorcdo de nutrientes, protecdo contra estresse

ambiental, produgdo de biofilme, e resisténcia contra fagocitose ou atividade de
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antibioticos. O CPS é um material também potencialmente importante para aplicacdes
biotecnoldgicas e economicas, como desenvolvimento de vacinas e melhorias nos
métodos de diagnostico (CAMPANERO-RHODES et al., 2020; MICOLI et al., 2018;
FLANNERY et al., 2015; SCHMID et al., 2015; PARK et al., 2013; DISNEY e
SEEBERGER, 2004).

A identificacdo de U. diversum ainda é inadequadamente interpretada, pois
existem outros micoplasmas considerados de maior importancia na pecudria. Apesar
disso, a forte associacdo da inflamacgédo no trato reprodutivo bovino com o nascimento
prematuro de bezerros, torna necessario compreender a funcdo de moléculas
potencialmente envolvidas no estabelecimento da infeccdo. Ap6s o sequenciamento do
genoma de U. diversum (MARQUES et al., 2015), a possibilidade de realizagcdo de
testes de antigenicidade e viruléncia e o estabelecimento de uma relacdo de base
genética entre estes fatores, constituem os principais estudos atuais.

A alta frequéncia de deteccdo do ureaplasma, as grandes perdas econdmicas na
producdo animal, os custos adicionais no diagndstico, tratamento e prevencgdo indicam a
necessidade de propor estratégias mais eficazes no controle das micoplasmoses. Para
tanto é necessario compreender as bases da viruléncia e patogenicidade de U. diversum.
Neste contexto, incluem-se o uso de estratégias melhores para prevencdo da
prematuridade em bovinos e desenvolvimento de novos métodos de diagndstico e novas

terapias para o controle das infeccdes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bovinocultura

O setor agro-industrial brasileiro tem destaque no agronegdcio internacional,
pois 0 pais possui 0 segundo maior rebanho efetivo do mundo e € o primeiro nas
exportacbes de gado. Este segmento movimenta fortemente a economia do Brasil,
gerando empregos na produgdo animal e industrial, melhorando de qualidade de vida da
populacdo. A bovinocultura brasileira proporciona o desenvolvimento de dois principais
segmentos lucrativos: as cadeias produtivas da carne e leite, movimentando mais de
618,50 bilhdes de reais em 2019. Com um rebanho de 213,68 milhdes de cabecas
distribuidas em todos os estados brasileiros (tabela 1), representando quase 13% do
rebanho mundial. A pecuaria brasileira registrou em 2019 aproximadamente 38,4
milhGes de animais envolvidos na producdo leiteira e 199,5 milhGes cabecas com
aptiddo genética para corte (ABIEC, 2020).

A producédo de carne bovina em 2021 foi de 10,5 milhdes de toneladas, o que
representa um aumento de 4% em relacdo ao ano anterior. Fatores como flutuacdes das
taxas de cambio, fragil recuperacdo econémica mundial e o possivel ressurgimento de
infecgBes por coronavirus, podem afetar diretamente o futuro da industria de proteina
animal. Alguns programas governamentais apoiam a expansdo da pecuéria no Brasil,
como o crédito agricola subsidiado para melhoramento de pastagens, recuperacdo de
pastagens degradadas, programas de cruzamento usando genética bovina importada,
nutricdo adequada e aumentando o uso de tecnologias reprodutivas (USDA, 2021).
Durante os processos da producdo animal sdo necessarios os controles adequados de
doencas infecciosas e parasitarias, boas praticas de nutricdo, cruzamentos e manejo
geral. Entre os diversos distirbios que podem ocorrer e afetar a producéo, a tendéncia a
paricdo prematura, infertilidade, natimortos ou abortamentos podem causar 0s maiores
impactos (BROMFIELD et al., 2015; POTTER et al., 2010; SHELDON, 2015).
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Tabela 1 - Rebanho bovino por estado brasileiro em 2019 (adaptado)

Rebanho
Estado estimado
(cabecas)
Mato Grosso 29.873.068
Goias 22.430.742
Minas Gerais 22.321.084
Mato Grosso 20.985.665
do Sul
Para 20.510.169
Rondbnia 13.973.714
Rio Grande do 12.918.325
Sul
Sao Paulo 10.638.629
Bahia 10.168.312
Parana 9.280.273
Tocantins 8.300.111
Maranhéo 7.808.833
Santa Catarina 4.305.489
Acre 2.968.239
Rio de Janeiro 2.514.790
Ceara 2.454.047
Espirito Santo 2.054.507
Pernambuco 1.881.396
Piaui 1.512.984
Amazonas 1.386.403
Alagoas 1.252.698
Paraiba 1.219.163
Sergipe 1.082.335
Rio Grande do 890570
Norte
Roraima 797.554
Distrito
Federal 92.793
Amapa 54.582
BRASIL 213.676.473

i

W 75000
I 250.000-750.000
Il 150.000-250.000
[l 50.000-150.000
[ 25.000-50.000
[ 10.000 -25.000
[ 5.000-10.000
[ 2s00-5.000
3 o-2500

Fonte: Athenagro, IBGE em Beef Report (ABIEC, 2020) (adaptado)

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

genital de bovinos é mais frequentemente atingido. A mastite, vulvovaginite e

endometrite sdo disturbios que direta ou indiretamente refletem na eficiéncia

reprodutiva, sendo geralmente de transmisséo horizontal. Esta situagdo se caracteriza
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por baixas taxas de natalidade e mortalidade. A natalidade do rebanho é influenciada
pela taxa de concepgdo, indice de mortalidade embrionéria e abortamento. Nas perdas
produtivas devido aos baixos indices reprodutivos de animais por doencas infecciosas,
as micoplasmoses tém impacto neste contexto pouco conhecido (BROMFIELD et al.,
2015; ENTRICAN, 2002; HANSEN; SOTO; NATZKE, 2004; MILLER et al., 1994;
POTTER et al., 2010; SHELDON, 2015).

2.2 Caracteristicas gerais dos Mollicutes

A classe Mollicutes possui cerca de 200 espécies distribuidas pelas ordens
Entomoplasmatales, Acholeplasmatales, Anaeroplasmatales e Mycoplasmatales, a qual
¢ composta por duas familias: Mycoplasmataceae e Incertae sedis. Os géneros
Mycoplasma e Ureaplasma pertencem a familia Mycoplasmatacaeae (BERGEY, 2010).
Atualmente, novas metodologias sdo utilizadas para identificacdo e caracterizacdo
destes microrganismos, como a biologia sintética, metagendmica e analises
filogendmicas (GROSJEAN et al., 2014; KAMMINGA et al., 2017; WANG et al.,
2020; PIMENTEL et al., 2021).

Mollicutes sdo considerados os menores organismos de vida livre, podendo
apresentar-se como ceélulas pleomorficas de didmetro de 300 a 800 nm. Possuem
genomas reduzidos, com baixo contetdo de %G+C (aproximadamente 30%), utilizam
UGA como cédon codificador do triptofano (em vez da codificacao universal de parada)
variando de 580 a 2200 Kpb e codificando cerca de 600 proteinas. Por serem pequenos
geralmente ndo causam turvacdo de meios de cultura liquidos, provocando somente
alteracdo no pH. Relacionam-se filogeneticamente as bactérias gram-positivas das quais
evoluiram de forma degenerativa. Dentre suas principais caracteristicas, ndo possuem
parede celular sendo, portanto sobrevivem apenas em ambientes isotbnicos e de
antibidticos beta-lactamicos. Suas polimerases sdo resistentes a rifampicina. Pela sua
capacidade biossintética limitada e por serem nutricionalmente exigentes, devido a
reducdo metabdlica, exigem para seu crescimento a presenca de aminoacidos,
nucleotideos, esterdis e acidos graxos exdgenos no meio de cultura. A deficiéncia na via
respiratéria do ciclo do é&cido tricarboxilico reduz sua capacidade de fosforilagdo
oxidativa. Para a producdo de ATP, podem fermentar a glicose ou hidrolisar a arginina,
reduzindo ou aumentando o pH do meio, respectivamente (BEAMAN e POLLACK,
1983; BERGEY, 2010; RAZIN, YOGEV e NAOT, 1998). Os ureaplasmas sdo Unicos
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entre os Mollicutes que requerem uréia para produzir ATP, hidrolizando este composto
e produzindo amonia (BASEMAN; TULLY, 1997; RAZIN, 2004).

Na década de 1990, devido ao pequeno tamanho de seu genoma e ao cenario
evolutivo predominante que se baseava apenas em sucessivas perdas de genes, ndo era
considerada a ocorréncia de ilhas génicas e transferéncia horizontal de genes em
micoplasmas (RAZIN, YOGEV e NAOT, 1998). A medida que aumentaram os estudos
combinando gendmica comparativa com abordagens classicas de microbiologia
observou-se que varias espécies de micoplasma, mais especificamente aquelas que
infectam ruminantes, trocaram partes significativas de seus genomas durante a evolugéo
e ainda retiveram a capacidade de conjugacdo (SIRAND-PUGNET et al., 2007;
DORDET-FRISONI et al., 2014; DORDET-FRISONI et al., 2019). A transferéncia
horizontal de genes € um dos principais mecanismos inovagdo microbiana e consiste na
troca de ilhas gendmicas entre as bactérias. A descoberta dos elementos conjugativos
integrativos de micoplasma (MICEs) demonstrou que micoplasmas possuem elementos
genéticos moveis complexos, fomentando as pesquisas sobre transferéncias génicas
horizontais dessas bactérias (CITTI et al., 2020).

Os molicutes sdo ubiquos e distribuem-se entre animais, plantas e insetos
incluindo-se 0 homem. Entre os animais sdo encontrados em mamiferos, aves, répteis,
anfibios e peixes, com especificidade para cada grupo animal. A especificidade ao
hospedeiro e ao sitio anatdmico ocorre pelas necessidades nutricionais variadas. No
entanto tem-se demonstrado a capacidade de adaptacdo a hospedeiros nao habituais pela
sua capacidade de mutacdo. Normalmente sdo transmitidos por contato ou aerossois
entre 0s hospedeiros. Infectam principalmente as superficies de mucosas,
principalmente no trato respiratorio, urogenital e reprodutivo, sistema nervoso, olhos,
glandulas mamérias e articulagcbes (BUZINHANI et al., 2007; RAZIN, YOGEV e
NAOT, 1998). Eventual baixa resposta imune ou alteracdes fisioldgicas do hospedeiro
favorecem a infeccdo e colonizacdo destas bactérias (PITCHER e NICHOLAS, 2005).
S0 considerados micro-organismos oportunistas por exceléncia, mas podem ser
agentes primarios de infecgdes de carater agudo ou cronico. A doenca cronica é a mais
frequente (CHELMONSKA-SOYTA et al., 1994; RAZIN e HAYFLICK, 2010).

Embora os micoplasmas crescam em meios acelulares, a preferéncia por células
ocorre pela facilidade de obtencdo de nutrientes essenciais. (BUZINHANI,
METIFFOGO e TIMENETSKY, 2007). Para garantir sua sobrevivéncia com o genoma
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reduzido nos nichos estudados, supbe-se que estas bacterias vivem em constante
mutacdo (DAVID et al., 2002; DYBVIG e VOELKER, 1996). Os componentes da
membrana citoplasmaética de algumas espécies estudadas modulam a resposta imune
principalmente no que se refere as citocinas. A diversidade das caracteristicas destas
bactérias e células dos hospedeiros, associados ou ndo, interferem no desenvolvimento
das micoplasmoses (ROTTEM, 2003).

2.3 Viruléncia dos micoplasmas

A viruléncia dos micoplasmas tem sido determinada por algumas das suas
caracteristicas biologicas. A exemplo tem-se a indugdo de estresse oxidativo e dano a
membrana da célula hospedeira pela geracdo de peréxido de hidrogénio e radicais
superdxido por micoplasmas aderentes; interferéncia no metabolismo e funcéo celular
pela competicdo por nutrientes; imunomodulacdo devido a presenca de glicocélix ou
estruturas eletrodensas na superficie da bactéria; modificacdo da resposta imune do
hospedeiro pela alta frequéncia de variacdo de fase e consequente diversidade
antigénica na superficie bacteriana. Incluem-se as aberra¢6es cromossdmicas na célula
hospedeira pela secrecdo de enzimas fosfolipases, ATPases, hemolisinas, proteases e
nucleases; escape da acdo de antibi6ticos e resposta imune pela intracelularidade,
favorecendo a cronicidade das doengas (CHANG et al., 2011).

Sem parede celular, os compostos da membrana celular dos micoplasmas
expostos nos nichos de hospedeiros, sdo importantes na relacdo patdégeno-hospedeiro.
Verificou-se que algumas espécies apresentavam grande variacdo antigénica nesta
estrutura mediados pela recombinacdo de sitios-especificos ou mutacdes de alta
frequéncia no genoma. Assim, esta propriedade também contribui para a sobrevivéncia
e adaptacdo ao ambiente intracelular e o consequente escape do sistema imune do
hospedeiro (CITTI e BLANCHARD, 2013; RAZIN e HAYFLICK, 2010; RAZIN et al.,
1998).

As lipoproteinas de membrana citoplasméatica de micoplasmas representam
aproximadamente 70% da massa da membrana com importancia na sua antigenicidade
(CHAMBAUD, WROBLEWSKI e BLANCHARD, 1999; RAZIN, YOGEV e NAOT,
1998; YOU, ZENG e WU, 2006). Possuem um residuo cisteinil amino-terminal,
podendo ser N-acilado em algumas espécies (ZUO et al., 2009). A maioria das

lipoproteinas de micoplasmas é exposta ao meio extracelular com o grupamento acil
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ancorado a membrana citoplasmatica. Funcionalmente, acredita-se que atuam como
proteinas periplasméticas de bactérias gram-negativas, como fator de viruléncia, como
alvo para anticorpos inibidores de crescimento ou como imunomodulinas (BROWNING
etal, 2011; ROSENGARTEN, 2000).

Os genes codificadores de lipoproteinas parecem estar no mesmo operon de
transportadores ABC, levando a hip6tese também estarem relacionados ao transporte de
nutrientes. Este operon é conservado entre muitos micoplasmas patogénicos,
demonstrando que, possivelmente, codifiguem um sistema de transporte de nucleotideos

essencial para o crescimento in vivo e viruléncia (BROWNING et al, 2011).

2.4 Micoplasmoses na reproducéo bovina

Micoplasmas podem causar varias doencas em bovinos, incluindo mastite,
artrite, pneumonia, otite media e distdrbios reprodutivos. Adultos e bezerros podem ser
afetados por artrite e pneumonia, enquanto a otite € tipicamente observada apenas em
bezerros. Todas essas manifestacbes clinicas podem afetar o rebanho
concomitantemente com a mastite causada por micoplasmas. Os principais distarbios
reprodutivos causados sdo a vulvovaginite, infertilidade, endometrite, distocia e aborto.
A natureza altamente contagiosa de alguns Mycoplasma spp., sua baixa resposta aos
tratamentos convencionais e implicagdes de descarte de animais relacionado ao rebanho
afetado, evidenciam a importancia do diagndstico rapido e preciso para o controle e
prevencdo de surtos de infec¢bes nos rebanhos (MAUNSELL et al., 2011).

As micoplasmoses em bovinos podem ser graves e resultar em impactos
negativos significativos para a economia e bem-estar animal. Diante de um surto,
muitas vezes ha questdes de diagnéstico relacionadas a origem e distribuicdo da
infeccdo dentro e entre os rebanhos. A abordagem diagnostica adotada deve considerar
as restricbes orcamentarias, a urgéncia do resultado, a disponibilidade dos testes ou a
combinacdo entre eles, o tipo de amostra e as condi¢cbes de manuseio. Embora gere
resultados mais lentos, a cultura fornece o diagnoéstico definitivo que pode ser usado
para analises moleculares para investigar a fonte da infeccéo e relagdo dos isolados com
outras cepas do organismo. Os ensaios de PCR (Polimerase Chain Reaction/Reag¢do em
cadeia da polimerase) fornecem resultados mais rapidos. Uma vez detectados, os DNA
alvo, a facilidade de decistes eficazes em relagdo ao gado clinicamente afetado
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aumenta. Assim, ha oportunidade de manejo para reduzir o risco de transmissdo das
doencas (PARKER et al., 2017).

A patogénese da micoplasmose genital é pouco compreendida, mas é provavel
que envolva a ativacdo de macrdfagos e outras células do sistema imunoldgico na
interface materno-fetal. Alguns estudos caracterizam inicialmente os fatores de
viruléncia de algumas espécies e que podem explicar como um organismo, que carece
de LPS (lipopolissacarideo), estimula a producdo de citocinas associadas com parto
prematuro. Dada a forte associacdo da inflamacdo com o nascimento prematuro, a
resposta imune poderia fornecer um mecanismo eficaz na prevengdo da prematuridade
causada por este organismo (PELTIER et al, 2007).

Vérias sdo as infecgdes promovidas pelos micoplasmas, porém especificamente
a vulvovaginite bovina foi descrita em diversos estudos (AMARAL, 2003; BEY, 2006;
DOIG, et al, 1979; LYSNYANSKY et al., 2009). Esta inflamacao resulta na ocorréncia
stbita de descarga vulvar, granulagdes na mucosa vaginal associada ou ndo com a
presenca de vesiculas na vulva, em fémeas na fase reprodutiva (GAMBARINI et al.,
2009). Estudos sobre a ocorréncia da vulvovaginite em rebanhos brasileiros
demonstraram que em 57,15% dos casos o diagndstico molecular foi positivo para
Mycoplasma spp, valores estes, superiores aos descritos em outros paises. Dentre 0s
positivos, houve casos em que a vulvovaginite foi discreta, porém com histérico de
aborto, contribuindo no questionamento sobre o envolvimento do Mycoplasma spp nas
patologias reprodutivas bovinas (NASCIMENTO et al., 2005). Oliveira-Filho et al
(2005) ressaltam a importancia da avaliacdo de lesbes na mucosa vulvo-vaginal
especialmente em animais pertencentes aos sistemas intensivos de producgéo leiteira,
uma vez que a sua principal via de transmissdo é a venérea.

Entre as espécies de micoplasmas isoladas de bovinos, M. bovis, M.
bovigenitalium e U. diversum séo consideradas as espécies de maior importancia para as
infec¢Oes do trato urogenital (BUZINHANI et al., 2007; LYSNYANSKY et al., 2009;
STRINGFELLOW e GIVENS, 2000; KOZLOVA et al., 2019).

2.4.1 Mycoplasma bovis e Mycoplasma bovigenitalium
Mycoplasma bovis e M. bovigenitalium tém sido associados com infertilidade e
falhas reprodutivas em bovinos. Ambos foram isolados a partir de sémen e séo

transmitidos no acasalamento natural e pela inseminagdo artificial (BIELANSKI,
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DEVENISH e PHIPPS-TODD, 1999). As mesmas espécies foram isoladas da superficie
da zona pellcida associada a célula espermética e de embrides bovinos intactos, lavados
ou tratados com antibidticos (BIELANSKI, DEVENISH e PHIPPS-TODD, 1999;
BIELANSKI et al., 1989).

Mycoplasma bovis é altamente adaptado aos bovinos, porém foi isolado de
outros ruminantes e humanos. Apesar de seu carater ndo zoonotico, as infecgdes por M.
bovis sdo responséveis por problemas econémicos de salde e bem-estar no mundo
(DUDEK et al., 2020). A mastite bovina por Mycoplasma spp indica ser uma patologia
emergente e as perdas econdmicas por infeccdes de M. bovis podem ser mais frequentes
do que as doencas respiratérias destes micro-organismos (FOX et al., 2003;
NICHOLAS e AYLING, 2003). Mycoplasma bovis também causa endometrite,
salpingite, ooforite, artrite, abortamento e vesiculite seminal. Em novilhas inseminadas
com sémen contaminado pelo agente foram observados episodios de repeticdo de cio
(CARDOSO e VASCONCELLOS, 2004). Sua capacidade de suprimir a resposta
imunologica do hospedeiro durante a infeccdo ja € conhecida, levando ao
desenvolvimento de condicgdes cronicas (ASKAR et al., 2021). Cai e colaboradores
(2019) observaram a importancia de monitorar a suscetibilidade de M. bovis aos
antimicrobianos, uma vez que houveram mudangas nos niveis de MIC (Minimal
Inhibitory Concentration / Concentragdo inibitoria minima) de varios antimicrobianos
ao longo do tempo, com reducdo da eficacia in vitro.

Considera-se M. bovigenitalium como o agente primario da vulvovaginite
(DOIG et al., 1979) mas também causador de infertilidade, endometrite necrotizante,
vesiculite seminal e diminuicdo da motilidade espermatica (NICHOLAS et al., 2006;
RUHNKE e ROSENDAL, 1994). As infeccBes genitais causadas pelo agente em
fémeas sdo caracterizadas por vulvovaginite granular, com descarga vaginal
mucopurulenta, apresentando ou ndo infertilidade. Mastite e abortamento também séo
relatados (EAGLESOME et al., 1992; GONZALEZ e WILSON, 2003). Seu material
genético também ja foi identificado em um feto mumificado de bezerro de rebanho
brasileiro de gado leiteiro (FRITZEN et al., 2021) e em Uberes e vagina de vacas
(HAZELTON et al., 2020; ITOH et al., 2021).
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2.4.2 Ureaplasma diversum

Ureaplasmas também pertencem aos Mollicutes e apesar de ndo possuirem
parede celular, apresentam capsula polissacaridica sobre a membrana celular. Os
ureaplasmas requerem a ureia para crescerem, pois tém a urease para hidroliza-la
produzindo amdnia. O crescimento ideal ocorre a 37°C e pH entre 5,5-6,0, sendo que 0
pH acima de 7,5 inibe seu crescimento. Alguns ureaplasmas infectam animais e outros,
o homem. Estas bactérias podem aderir a células epiteliais, competir com nutrientes,
interagir com células principalmente pelas proteinas de membrana, e liberar compostos
metabolicos (BUZINHANI, METIFFOGO e TIMENETSKY, 2007; CHELMONSKA-
SOYTA et al, 1994; MARQUES, 2009; MARQUES, 2010).

U. diversum é importante na pecudria colonizando o trato respiratorio e
reprodutivo de bovinos. A espécie € comumente isolada de amostras da mucosa
cervicovaginal de fémeas bovinas com trato reprodutivo saudavel. Podem estar
associados em patogenias como vulvite granular, endometrite, salpingite, vesiculite
seminal, alveolite fetal, infertilidade e aborto (BUZINHANI, METTIFOGO e
TIMENETSKY, 2007; CARDOSO et al., 2000; CHELMONSKA-SOYTA et al, 1994;
MARQUES et al., 2010; MARQUES et al., 2013). A localizacdo do ureaplasma na
superficie e no interior de embrifes bovinos tambeém foi demonstrada (BRITTON et al.,
1987; BRITTON et al., 1989; REZENDE, 2016).
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Figura 01 - Imagens de Ureaplasma diversum por microscopia eletronica de varredura
(MEV).

o
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Legenda - A imagem (a) representa a fissdo binaria ocorrendo em U. diversum com
aumento de 500 x. Esta é uma diviséo celular caracteristica encontrada em Ureaplasmas
spp. Imagens (b) e (d) mostram a estrutura globular de U. diverum com aumento de
1700 e 6000x, respectivamente. A imagem (c) indica a presenca de U. diversum em
aglomerados com ampliacéo de 3500x.

Fonte: Adaptado de Sharma et al. (2019).

Apesar do aumento nos estudos sobre a patogenicidade e viruléncia de U.
diversum, sua deteccdo ainda permanece prevalente em rebanhos, causando perdas
(CRANE e HUGHES, 2018; DIAZ et al., 2019; SHARMA et al., 2019). A identificagcdo
das infeccOes por U. diversum em bovinos, aumenta a preocupagdo com casos de
resisténcia as principais terapias disponiveis para o controle. Isso se deve a observacao
da ocorréncia de transferéncia horizontal de genes entre as diferentes bactérias presentes
em um mesmo local de infecgdo (SILVA et al., 2019). H& um grande interesse na
possibilidade de estimar a probabilidade de uma novilha estabelecer uma gravidez com
base em seu microbioma vaginal, para estratégias de reproducao aprimoradas (DENG et
al., 2019).
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O sequenciamento recente do genoma de U. diversum (MARQUES et al., 2015)
e as analises e testes posteriores (MARQUES et al., 2016; ANDRADE et al., 2020;
SANTOS-JUNIOR et al.,, 2020) revelaram caracteristicas importantes. Anélise
genbmica, estudos de prevaléncia e ensaios de imunomodulacdo compBem as principais
linhas de pesquisa atuais para tentar elucidar a patogénese desta bactéria (MARQUES et
al., 2016; ANDRADE et al., 2020; SANTOS-JUNIOR et al., 2020). As vias metabolicas
correspondem as mesmas encontradas em ureaplasmas humanos, como a via de sintese
de ATP pela hidrélise da ureia. Em relacdo a patogenicidade, foram encontrados genes
codificadores das enzimas urease, hemolisina, fosfolipase e também de um grande
ndmero de lipoproteinas e de variagdo antigénica. Dentre estas Gltimas encontra-se a
lipoproteina de superficie “multiple-banded antigen-like” (semelhante a proteina mba,
considerada um dos principais fatores de viruléncia em ureaplasmas humanos). Séo
lipoproteinas diaciladas, contendo peptideo sinal e um sitio de acilacdo, que tém sido
geralmente utilizadas em métodos de sorotipagem de ureaplasmas humanos. Podem
variar de tamanho e fase in vitro e in vivo agravando o estado da infeccdo e inflamacgéo
em modelo experimental com U. parvum (KNOX et al., 2010; DANDO et al., 2012;
USHIDA, et al.,, 2013). Estudos com U. parvum-MBA parcialmente purificado,
demonstraram a capacidade de tal molécula induzir a ativagdo de NF-kB via TLR’s 1, 2
e 6 in vitro (SHIMIZU et al., 2008), semelhantes aos resultados encontrados no estudo
com U. diversum (MARQUES et al., 2016).

Os estudos sobre a relacdo de U. diversum e os distarbios reprodutivos foram
considerados controversos no passado, pois acreditava-se que estes micro-organismos
eram comensais e ndo estavam relacionados com os problemas de infertilidade nos
rebanhos. Posteriormente foi detectado em amostras de mucosas cervico-vaginal e
sémen de touros aparentemente sadios. Ao longo do tempo, o acimulo de dados indicou
a relacdo patogénica deste ureaplasma com fetos abortados e descargas vulvares
anormais, sendo implicado também na ocorréncia da vulvovaginite granular em
rebanhos. Com o encontro frequente em fémeas bovinas com histérico de aborto, este
micro-organismo passou a ter importancia na sadude animal. O aborto por U. diversum
pode ser resultado da placentite e da pneumonia fetal que ocorrem principalmente no
altimo trimestre da prenhez (KUNDSIN et al., 1978; NASCIMENTO e SANTOS,
2003).
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Apesar da importancia de U. diversum em bovinos a sua relacdo como agente
infeccioso permanece inconclusiva, pois pode ser encontrado em animais sem sintomas
de alteracGes reprodutivas (MARQUES et al., 2011). H& ainda poucos dados sobre a
aderéncia e internalizacdo em células reprodutivas ou outras linhagens celulares
bovinas, bem como informacgdes conclusivas sobre 0 seu modo de acdo durante as
infeccBes. Andlises recentes demonstraram que U. diversum tem capacidade de invadir
células Hep-2, induzir a apoptose (AMORIM et al., 2014), bem como aumentar a
producdo de TNF-a no ttero de camundongos experimentalmente infectados (SILVA et
al., 2016).

Estudos demonstram que U. diversum, quando presente no sistema reprodutivo
de vacas pode causar danos ao oo6cito, Utero e epitélio do oviduto ou afetar o
desenvolvimento do embrido, causando infertilidade ou falhas na gestacdo (DOIG et al.,
1980). Este ureaplasma pode estar infectando e promovendo alteragdes morfologicas em
espermatozéides de touros (HOBSON et al., 2013; BUZINHANI et al., 2011). Ha
relatos que sugerem o potencial de U. diversum infectar embrides e, em seguida, resultar
em perdas gestacionais nas novilhas receptoras. Os resultados post mortem concluiram
que a infeccdo por este ureaplasma causou o aborto em 3 dos 4 casos avaliados
(CRANE e HUGHES, 2018)

Atualmente, na bovinocultura, sdo utilizadas biotécnicas na reproducdo como a
inseminacao artificial (1A), a transferéncia de embrides (TE) e producdo in vitro (PIV)
de embrides. Os agentes infecciosos presentes no trato reprodutivo dos bovinos podem
reduzir o nimero e a qualidade dos embribes produzidos in vitro, ocasionar doencas nos
animais receptores e nos neonatos (STRINGFELLOW e GIVENS, 2000). De acordo
com o Sub-comité de Pesquisa da Sociedade Internacional de Transferéncia de
Embrides (International Embryo Transfer Society—IETS), U. diversum é classificado na
Categoria 4, que agrupa doencas para as quais ainda nao sdo disponiveis dados
suficientes para que haja uma conclusdo sobre os riscos de transmissdo ou ainda,
doencas onde os riscos de transmissdo via transferéncia de embrides ndo podem ser

negligenciados (International Embryo Transfer Society, 1998).

2.4.2.1 Capsula polissacaridica e glicosiltransferase
Em 1985, Smith observou a composic¢éo da superficie de Ureaplasma spp. Neste

estudo pioneiro, identificou a presenca de agUcares, acidos graxos, glicerol e fosforo,
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além de que o material capsular era constituido por lipoglicanos de glicose e manose,
principalmente. No entanto, cada cepa era composta por lipoglicanos distintos, e a
localizacdo da superficie sugere que as diferencas estruturais entre os lipoglicanos
poderiam contribuir para a especificidade antigénica, apesar de que ainda néo se sabia 0
significado destes para as interacGes bioldgicas. Atualmente, j& se sabe que algumas
capsulas e polissacarideos sdo fundamentais para facilitar a disseminacdo de
micoplasmas e na sustentacdo de uma infecgdo crénica (YIWEN et al., 2021).

A céapsula é constituida de monossacarideos de alto peso molecular, altamente
hidratados, unidos por ligacdes glicosidicas, podendo ser composta por homo ou
heteropolimeros, 0s quais podem ser substituidos por moléculas organicas e
inorganicas. Este processo é catalisado pela transferéncia de sacarideos por acgdo
estabelecida pela glicosiltransferase (MOREMEN e HALTIWANGER, 2019;
ROBERTS, 1996). De maneira geral (Figura 02), a biossintese comeca com a ativacao
de um carreador lipidico, no lado citoplasméatico da membrana. Em seguida ha o
alongamento da cadeia pela adicdo sequencial de precursores de agUcar
(monossacarideos) pelas glicosiltransferases. Estes precursores (unidades repetidas ou
glicoconjugado completo) atravessam transportadores na membrana, ligados a lipideos.
Os glicoconjugados ligam-se ao peptidoglicano ou a algumas proteinas, com
possibilidades de modificacfes adicionais apds sua ancoragem na parede celular. Uma
determinada combinacdo de genes especificos dos polimeros é um forte preditor da
estrutura do polissacarideo e, portanto, do tipo sorologico bacteriano (sorotipo)
(MISTOU et al., 2016; MOSTOWY e HOLT, 2018).
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Figura 02 - Etapas gerais na biossintese de glicoconjugados
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Legenda - Apesar da diversidade de glicoconjugados bacterianos, a biossintese é
bastante conservada e ocorre em cinco etapas basicas: (1) iniciacdo da biossintese
através da ativacdo de um carreador lipidico no lado citoplasméatico da membrana,
(2) alongamento por adicdo sequencial de monossacarideos por glicosiltransferases
para formar o polissacarideo no ligante poliprenoide, (3) translocacdo de precursores
ligados a lipidios através da membrana por transportadores, (4) ligacdo do
glicoconjugado ao peptidoglicano e (5) modificacfes adicionais ao glicoconjugado
gue podem ocorrer apds a ancoragem a parede celular.

Fonte: Adaptado de MISTOU et al., 2016.

Os aspectos genéticos relacionados a biossintese de polissacarideos tém
implicacBes importantes para a geracdo de diversidade antigénica em bactérias. Isso
porque combinacdo dos genes durante a sintese de um monossacarideo pode alterar o
sorotipo bacteriano, pela inativagdo de uma ou mais enzimas (perda genética) ou pela
transferéncia horizontal de genes que leva a nova combinacgdo de enzimas - geralmente
com a ajuda de elementos transponiveis. A presenca de genes conservados nas regides
flanqueadoras dos loci de sintese, também pode promover a troca de todo o locus por
recombinacdo homologa. Tais mudancas facilitam as alteracfes de sorotipo/antigeno
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entre linhagens distantes sem ter que "inventar" uma nova combinacdo. Mudancas
genéticas e epigenéticas em genes reguladores (variacdo de fase) podem afetar a
expressdo para composicdo da cépsula e a capacidade de colonizar ou infectar o
hospedeiro. Dessa forma, os antigenos de polissacarideos sdo mais flexiveis do que os
antigenos proteicos, pois as modificacdes em sua estrutura provavelmente ndo requerem
uma maquinaria genética muito complexa (MOSTOWY e HOLT, 2018).

O polissacarideo de superficie celular € um dos aspectos de viruléncia
identificados e que é pertinente as interacdes com a célula hospedeira. Possui atividade
bioldgica, com missdo de adesédo celular, invasdo, viruléncia e modulacdo imunoldgica
(COMSTOCKAND e KASPER, 2006). Muitos micoplasmas possuem uma camada
pegajosa semelhante a capsula fora da membrana celular, constituida principalmente de
polissacarideos. Em Mycoplasmas spp. o polissacarideo capsular é considerado um
importante fator de viruléncia para as espécies patogénicas, atuando nos processos de
adesdo, invasao, variacdo de fase e defesa ao sistema imune do hospedeiro (YIWEN et
al., 2021).

A presenca da capsula polissacaridica (CPS) pode ocorrer tanto em bactérias
gram-negativas, quanto em bactérias gram-positivas, como espécies de Streptococcus e
Staphylococcus (WEINTRAUB, 2003). No hospedeiro, utilizam mecanismos de
viruléncia bem definidos para modificar a fisiologia celular e alterar o ambiente a ser
colonizado (YAKOVLIEVA e WALVOORT, 2020). A producdo de toxinas € o
principal mecanismo de patogenicidade de C. difficile, sendo as toxinas A e B
responsaveis pela diarreia e inflamacdo. As duas toxinas sdo glicosiltransferases, com
estrutura semelhante e atuam incorporando glicose. Sdo liberadas para ligarem-se as
células hospedeiras. Quando internalizadas, atuam no citoplasma alterando as proteinas
envolvidas na transducdo de sinais, havendo perturbacdo das vias de sinalizacdo
celulares, particularmente aquelas que envolvem o citoesqueleto de actina (VALIENTE
et al., 2016; CHANDRASEKARAN e LACY, 2017). Em Streptococcus mutans, a
enzima glicosiltransferase (GTF) decompBe a sacarose nos Seus monossacarideos
glicose e frutose, fazendo uso da glicose para formar os glucanos, moléculas
importantes para adesdo e coesdo intercelular entre as bactérias cariogénicas (ZHU et
al., 2015; LEMOS et al., 2019; RAINEY et al., 2019).

Ao contrario da capsula de bactérias tipicas, como em E. coli, pouco se conhece

sobre o polissacarideo capsular, e a fungdo da capsula no processo patogénico é pouco
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elucidada em Mollicutes e em U. diversum, especificamente. A composi¢do bioquimica
dos polimeros capsulares de Mollicutes tem sido pouco estudada. As capsulas de M.
mycoides subsp. mycoides SC, M. mycoides subsp. capri e M. dispar sdo as mais
conhecidas e sdo compostos principalmente por polimeros de 1,6-galactose, poliglucano
e acido galacturénico, respectivamente (WAITE et al., 2002). Provavelmente, a
biossintese capsular de M. mycoides subsp. mycoides esta associada a uma via sintética
dependente de glicose devido a presenca de uma UDP-glicose 4-epimerase (GalE) e
uma glicose-1-fosfato uridililtransferase (GalU) que usa glicose-1-fosfato para gerar
UDP-glicose (BERTIN et al., 2013). A presenca de dois genes de um transportador de
acucar foi observada no sequenciamento de U. diversum (transportador ABC de
Ribose/galactose - gudiv_307 e gudiv_308) (MARQUES et al., 2016). Acredita-se que
é provavel que esses acucares sdo capturados por U. diversume sdo incorporados
usando a glicosiltransferase para formar a capsula.

O revestimento capsular de U. diversum consiste em uma camada polissacaridica
de 11 a 17 nm constituida de arabinose, xilose, manose, galactose e glucose
(MARQUES et al., 2016) correlacionando com a identificacdo pelo sequenciamento da
presenca da glicosiltransferase. Estas enzimas catalisam a transferéncia de residuos de
glicosil (agucar) para um aceptor, tanto durante a degradacdo quanto durante a
biossintese de polissacarideos, glicoproteinas e glicolipideos (LAIRSON et al., 2008).
Muitas enzimas estdo associadas a producdo da capsula, e a glicosiltransferase é
responsavel pela adicdo do agUcar inicial da cadeia.

Os componentes da membrana citoplasmatica de alguns ureaplasmas modulam a
resposta imune principalmente as citocinas. Estes fatores, associados ou nédo, interferem
na integridade da célula hospedeira, de tecidos e Orgdos, resultando em doenca
(BUZINHANI, METTIFOGO e TIMENETSKY, 2007; CARDOSO et al., 2000;
CHELMONSKA-SOYTA et al, 1994; MARQUES et al., 2010; MARQUES et al.,
2013). Além da variacdo na producdo e composicdo da cédpsula polissacaridica, suas
propriedades fisicas e biolégicas podem variar consideravelmente em micoplasmas,
como em M. genitalium e M. mycoides subsp. mycoides small colony (Mmm). A
presenca destes aclcares de Mmm causou a ligagdo ao TLR 2, aumento de IL-10 e
baixos niveis de TNF-o em macréfagos bovinos, demonstrando propriedades anti-
inflamatorias para evasdo da resposta imune do hospedeiro (TOTTE et al., 2015). Em

Mycoplasma mycoides subsp. mycoides small colony type (M. mycoides SC), observou-
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se que Vmm € uma lipoproteina de fase variavel, localizada na superficie celular. Nesse
estudo, supostamente a camada capsular limitou a acessibilidade das proteinas de
membrana, impedindo assim os anticorpos de se ligarem a Vmm (PERSSON et al.,
2002).

E relevante determinar a importancia das citocinas envolvidas na pré-
implantacdo do embrido e quando agem na infeccdo por U. diversum, uma vez que
ambiente alterado pds-fertilizacdo pode influenciar o desenvolvimento embrionario. A
interferéncia no ambiente nutricional do blastocisto por agentes infecciosos é crucial
para este contexto. Ureaplasmas estdo dentre 0s micro-organismos que, in vivo, tém
acesso ao colo do utero ou até mesmo ao embrido. Desta maneira podem causar a morte
embrionéria por alteracdo do ambiente materno ou através de danos diretos ao embrido
(BRITTON et al., 1987; LEWANDOWSKA-SABAT et al., 2013).
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3 OBJETIVOS GERAIS E ESPECIFICOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a variabilidade genética e imunoinformatica do gene da
glicosiltransferase de U. diversum e sua relagdo com a constituicdo e antigenicidade e
imunogenicidade do polissacarideo capsular.

3.2 Objetivos especificos

e Detectar, purificar e sequenciar o gene da glicosiltransferase em isolados
clinicos e uma cepa de referéncia de U. diversum.

¢ Identificar a variabilidade genética e a presenca polimorfismos pelo alinhamento
das sequencias em isolados clinicos e uma cepa de referéncia de U. diversum.

e Avaliar as propriedades imunobiol6gicas das sequencias do gene da
glicosiltransferase em isolados clinicos e uma cepa de referéncia de U. diversum
por meio de ferramentas de bioinformatica.

e Extrair, purificar, quantificar e avaliar a composicao do polissacarideo capsular
de diferentes cepas de Ureaplasma diversum em compara¢do com a cepa de
referéncia.

e Avaliar a producdo de anticorpos policlonais em camundongos Balb/c apés a
exposicdo ao polissacarideo capsular de U. diversum, pela metodologia de
ELISA indireto.

e Auvaliar a proliferacdo linfocitaria em células de sangue periférico de bovinos
apoOs a exposicdo ao polissacarideo capsular de U. diversum, pelo ensaio de
CFSE.

e Avaliar a antigenicidade do polissacarideo capsular em macréfagos e neutréfilos
de sangue periférico de vacas pela expressdo génica de marcadores inflamatorios

e dosagem do 6xido nitrico.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Estirpes bacterianas e condigdes de cultivo

Foram utilizadas a cepa de referéncia de U. diversum ATCC® 49782 e 52
isolados clinicos obtidos de coleta de swab vulvovaginal do Laboratério de
Micoplasmas do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Séo Paulo. As
amostras de ureaplasma foram obtidas de coletas de material clinico de bovinos em
diversas propriedades em diferentes estados brasileiros, conforme tabela abaixo. Os
micro-organismos foram inicialmente cultivados em 2 mL de meio UB a 37 °C e
expandidos para 10 mL do caldo (RHUNKE, 1994). Na fase de crescimento logaritmico
(com base em mudanca colorimétrica), as culturas foram centrifugadas a 20.000 x g por
30 minutos a 4 °C, o pellet foi homogeneizado em 2 mL de PBS e as suspensdes

armazenadas a -20 °C até a extracdo do DNA.

Tabela 02 — Estados brasileiros de origem dos isolados de U. diversum

Fazenda | Estado | Cepa
1 Sao Paulo A203
Sao Paulo 59
Sao Paulo 64
2 Sao Paulo GOTA
Sao Paulo 93
Sao Paulo 94
Sao Paulo 95
Sao Paulo 98
Sao Paulo 100
Sao Paulo 102
3 Sao Paulo 72.1
Sao Paulo 72.2
Sao Paulo 73
Sao Paulo 84
4 Sao Paulo 5T
Sao Paulo 7T
Sao Paulo 10T
Sao Paulo 12T
Sao Paulo 13T
Sao Paulo 16T
5 Sao Paulo S1
Sao Paulo S6
Sao Paulo S7

Séao Paulo S8
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6 Mato Grosso do Sul 805
Mato Grosso do Sul 9653
7 Bahia 34
Bahia 35
Bahia 37
Bahia 78
Bahia 81
Bahia 83
Bahia 84.1
Bahia 84.2
Bahia 89.1
Bahia 89.2
Bahia BA78
8 Bahia 47
Bahia 51
Bahia 52
Bahia 54
Bahia 55
Bahia 56
Bahia 59
9 Bahia 234
Bahia 239
Bahia 249
10 Bahia 111
Bahia 133
Bahia 148
Bahia 174
Bahia 198

4.2 Andlise de distribuicdo e diversidade génica da glicosiltransferase (UD216) em
isolados clinicos

Primeiramente, foi realizada a analise de distribuicdo do gene UD216 entre os
isolados clinicos. A extracdo de DNA das cepas de U. diversum foi realizada pelo kit
Macherey-Nagel e pelo método de extracdo descrito por FAN et al. (1995) com algumas
modificacOes, para comparacdo da quantidade de DNA obtida entre os métodos. As
amostras foram submetidas a metodologia de PCR especifica para confirmacdo da
espécie, utilizando os primers UD3 e UD4 (CARDOSO et al, 2000). Como ainda nédo
foram descritos na literatura primers especificos para o gene de interesse (UD216) de U.
diversum, foram desenvolvidos exclusivamente para o presente estudo. Os iniciadores
para amplificacdo do gene foram obtidos com base na sequéncia nucleotidica gendmica
de U. diversum ATCC49782 depositada no GenBank sob nimero de acesso CP009770
e com o auxilio dos web-softwares Reverse Complement (STOTHARD, 2000) e IDT
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(Integrated DNA Technologies). O DNA extraido da cepa de referéncia ATCC 49782
foi utilizado como controle positivo das reagfes. As seguintes condi¢des foram testadas:
concentracdo de primer, concentragdo de MgCl,, concentragdo da enzima Taq
polimerase e quantidade de DNA. Também foram testadas diferentes temperaturas de
anelamento entre 53 e 58 °C (variacdes de 0,5°C). Em seguida, o DNA da cepa ATCC
(como controle positivo) e dos isolados foram submetidos a PCR para o gene da
glicosiltransferase. Para a reacdo em cadeia da polimerase foi adicionado a um
microtubo (0,2 mL): 2,5 ul de tampao para a PCR (KCI 500mM, Tris 200mM em pH
8.,4), 10 pmol de cada “primer”, 0,5 U de Tag DNA polimerase, 1,5 mM de MgCl,, 200
mM de deoxiribonucleotideos trifosfato (ANTP), 1 puL da amostra de DNA ¢ agua
ultrapura até o volume final de 25 pL. A amplificagdo foi realizada em termociclador
programado para: um ciclo de 94 °C por 5 minutos, 40 ciclos de 94 °C por 1 minuto,
56,5 °C por 1 minuto, 72 °C por 2 minutos, um ciclo final de 72 °C por 10 minutos e 4
°C por 10 minutos. Ap6s a amplificacdo, as amostras foram mantidas a 4 °C, até o
momento da eletroforese. Os iniciadores utilizados estdo apresentados na tabela 1. Os
produtos das PCRs foram analisados apds eletroforese em gel de agarose 1% e
visualizados sob luz ultravioleta apds a adi¢do de brometo de etidio a 0,5 pg/ mL.

Os amplicons foram purificados com lavagens com isopropanol 65% e etanol
70% e ajustou-se a concentragdo ideal de DNA para o sequenciamento dos mesmos. Os
amplicons alvo foram sequenciados para a andlise da variabilidade genética. Estes
foram enviados a Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC), Centro de
Biotecnologia, Laboratério de Genomas e Proteomas. As reacfes de seqlienciamento
foram realizadas de acordo com o protocolo para 0 ABI 3730 DNA Analyser, utilizando
0 BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (cddigo 4337456).

Tabela 03 - Iniciadores utilizados para identificagio do gene codificador da
glicosiltranferase (UD216) de U. diversum

Iniciadores Sequéncia (5’ 2 3°) Ta (°C)?
UD216F ATGTTATTATCAATTCTATTTCATG
UD216R ACGGTTTTGATATTTCTTTACA

56,5

Nota: ® Ta (°C): Temperatura de anelamento dos iniciadores em graus Celsius.
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As sequéncias foram obtidas em formato de cromatograma e comparadas a
existente no GenBank, por meio da verificagdo de similaridades pelo programa BLAST
(BENSON et al., 2009). As comparacGes foram realizadas utilizando o Programa
MEGA-X (“Phylogenetic and molecular evolutionary analyses - MEGA version 4.1”)
(TAMURA et al., 2007; TAMURA et al., 2021). O alinhamento dos nucleotideos foi
realizado pelo método Clustal-W (THOMPSON et al., 1997). As sequencias alinhadas
foram reamostradas com “bootstrap” de 1.000 e as arvores foram construidas pelo

método de neighbor-joining, com matriz de distancia Tajima-Nei.

4.3 Anédlises in silico do gene da glicosiltransferase (UD216) em cepas de U.

diversum

4.3.1 Analises preliminares in silico do gene da glicosiltransferase (UD216) da cepa
ATCC de U. diversum

Inicialmente, a sequéncia do gene da glicosiltransferase (UD216) da cepa ATCC
de U. diversum, (numero de acesso no GenBank: CP009770), foi analisada pelos web-
software PSORTb versdo 3.0.2 (NAKAI, HORTON, 1999; YU et al., 2010),
TOPCONS verséo 2.0 (TSIRIGOS et al., 2015), TopPred versdo 1.10 (CLAROS, VON
HEIINE, 1994), TMHMM Server versdo 2.0 (KROGH et al., 2001; SONNHAMMER,;
VON HENNE; KROGH, 1998), DAS (CSERZO et al., 2002), JPred 4
(DROZDETSKIY et al., 2015) para avaliar a sua localizacdo celular (extracelular,
transmembrana, citoplasmatica) e predicBes de estruturas secundarias. Também foi
analisada pelo web-software IEDB Analysis Resource (Immune Epitope Database and
Analysis Resource) versao 2.13.1 para regides com beta-turn (CHOU, FASMAN,
1978), acessibilidade (EMINI et al., 1985) e predicdo de epitopos lineares para células B
(através do Bepipred) (ANDERSEN; NIELSEN; LUND, 2006; LARSEN; LUND;
NIELSEN, 2006; PONOMARENKO; BOURNE, 2007). Finalmente, foi analisada
usando BLAST e DELTA BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) para identificar
regibes de homologia e o alinhamento das regiGes homdlogas foi gerado com Clustal
Omega (SIEVERS et al., 2011; MCWILLIAM et al., 2013; LI et al., 2015). O programa
SAPS (Statistical Analysis of Protein) (BRENDEL et al., 1992; GOUJON et al., 2010;
MCWILLIAM et al., 2013; LI et al., 2015) foi utilizado para avaliar propriedades da

sequéncia usando os parametros default. Para avaliar caracteristicas fisico-quimicas foi
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utilizado o programa ProtParam (GASTEIGER E., HOOGLAND C., GATTIKER A.,
DUVAUD S., WILKINS M.R., APPEL R.D., 2005).

4.3.2 Imunoinformatica da sequencia do gene da glicosiltransferase (UD216) dos

isolados clinicos e da cepa ATCC de U. diversum

4.3.2.1 Mapeamento de epitopos de linfocitos B de bovinos e predicdo de
antigenicidade

O servidor CBTOPE v1.0 (disponivel em http://crdd.osdd.net/raghava/cbtope/)
foi usado para prever epitopos descontinuos (conformacionais) de linfécitos B. Um
threshold de -0,3 foi usado, e na escala de probabilidade (0-9) aminoécidos com valores
maiores que quatro foram considerados epitopos conformacionais. Este servidor possui
um conjunto de dados com cadeias de proteinas ndo redundantes que consistem em
anticorpos que reagem com residuos de epitopos de células B (GAETI et al., 2014).
Para prever epitopos continuos, as sequéncias foram analisadas no software BepiPred
v2.0 (http: //lwww.cbs.dtu.dk/services/BepiPred/), um preditor de epitopos derivados de
estruturas cristalograficas. Aminoacidos com thresholds maiores que 0,5 foram
considerados epitopos lineares de células B (JESPERSEN et al., 2017). As sequéncias
também foram avaliadas com o servidor VaxiJen v2.0 (http://www.ddg-
pharmfac.net/vaxijen /VaxiJen/ VaxiJen.html), que permite classificar antigenos sem
usar o alinhamento das sequéncias. Todas as proteinas previstas para escores acima do

threshold (0,5) foram classificadas como antigénicas.

4.3.2.2 Mapeamento de epitopos e identidade de linfocitos TCD8" de bovinos

A previsdo da ligacdo de MHCI a peptideos com 9 aminoacidos, foi realizada
usando o servidor NetBoLApan v1.0, acessado em (http: //www.cbs.dtu.dk/services/
NetBoLApan /). Um limite padrdo de 0,5% foi usado para ligacOes fortes e 2% para
ligacGes fracas. O numero de ligaces fortes e fracas foi descrito e expresso em ndmeros
absolutos. O NetBo-LApan v1.0 avalia um conjunto de dados de peptideos com
afinidade de ligagdo a moléculas de BoLA (NIELSEN et al., 2018). Os alelos usados
neste estudo foi BoLA-6*01301 (HD6), BoLA-2*01201 (T2A), BoLA-3*00201 (JSP),
BoLA-1*02301 (D18.4), BoLA-3*00101 (AW10), BoLA-6*04101 (T2B), BoLAT2C e

Bola — T5. Neste conjunto de alelos existem representantes de trés subespécies de
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bovinos (Bos taurus taurus, Bos taurus indicus e o hibrido Bos taurus taurus x Bos
taurus indicus), sendo alguns deles de importancia em atividades pecuérias (HANSEN
etal., 2014).

4.3.2.3 Previsdo de secrecdo e localizacdo subcelular

Predi¢des de vias de secrecdo cléssica e identificagdo de peptideo sinal foram
realizadas no servidor SignalP v5.0 disponivel em
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) e DOLOP, um servidor que usa
caracteristicas de peptideo sinal para prever lipoproteinas (https: //www.mrc-
Imb.cam.ac.uk/genomes/dolop/). O  Servidor da web  SecretomeP  v2.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/Secretome P) foi usado para prever vias de secre¢do
ndo classicas. Valores previstos iguais ou superiores a 0,5 (threshold) foram
considerados indicativos de secrecdo. As sequéncias também foram submetidas a
previssio  de  localizagdo  subcelular no  software  PSORTb  v3.0.2
(http://www.psort.org/psortb/) usando configuragdes sugeridas para Mycoplasma spp.
TMHMM v2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/servicessTMHMMY/) foi usado para verificar a

presenca de loops transmembrana.

4.3.2.4 Investigacao de pardmetros fisico-quimicos das sequencias de aminoécidos

As propriedades fisico-quimicas das sequencias, incluindo indice alifatico, peso
molecular, GRAVY e indice de instabilidade foram preditas no ProtParam usando o
servidor ExPASy em (http://web.expasy.org/protparam/). A solubilidade de peptideos
heter6logos apos a superexpressdo em E. coli foi previsto pelo servidor SOLpro (http:
//scratch.proteomics.ics.uci.edu/) e Protein-Sol, (acessado em https: //protein-

sol.manchester.ac.uk/).

4.3.2.5 Refinamento de propriedades relacionadas & imunomodulagdo e expressdo em
um sistema heterélogo

Antigenos de U. diversum foram classificados de acordo com dois parametros:
(i) pardmetros indesejaveis para uso em medidas profilaticas e imunodiagnosticas; no
qual resultados de previséo para similaridade com proteomas bovinos foram avaliados,
nimero de epitopos conformacionais e lineares para linfocitos B, antigenicidade,

nimero de epitopos de linfocitos T (ligantes de alelos BoLA); (ii) parametros
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indesejaveis para expressao em E. coli; em que foram previstos parametros relacionados
a auséncia de sinalizacdo para excrecao por vias classicas ou ndo classicas, tamanho da
proteina, indice de estabilidade, GRAVY, solubilidade e presenca de alcgas

transmembrana.

4.4 Cultivo de U. diversum, detec¢do, extracdo e quantificacdo de carboidratos do

polissacarideo capsular

4.4.1 Crescimento e expansao da cultura de ureaplasma

Baseando-se nos agrupamentos formados pela proximidade filogenética apds o
sequenciamento do gene codificador da glicosiltransferase das amostras de Ureaplasma
diversum, uma amostra de cada grupo formado (n=6) (10T, 72.1, 234, GOTA, 174 e
805) e a cepa de referéncia de U. diversum ATCC® 49782 foram cultivadas e
expandidas ao volume final de 2 litros. Os microrganismos foram inicialmente
cultivados em 2 mL de meio UB a 37 °C (RUHNKE e ROSENDAL, 1994). Na fase de
crescimento logaritmico (com base em mudanca colorimétrica), aproximadamente apds
12 horas de cultivo, cada cultura foi expandida, sucessivamente e respeitando 0s
periodos de crescimento para 20 mL, 200 mL até 2 litros. Apo6s 3 dias de cultivo e
expansdo, as amostras foram centrifugadas a 10000 rpm por 1 hora para formacgéo do

pellet celular. Todas analises posteriores foram realizadas usando essas amostras (n=7).

4.4.2 Presenca de capsula

A presenca de cépsula nas espécies de ureaplasma foi confirmada por
microscopia eletrénica de transmissdo, como descrita por Almeida e Rosenbusch
(1991), com modificacbes. Os isolados foram primeiramente cultivados em 50 mL de
meio UB. Os ureaplasmas foram sedimentados por centrifugacéo a 20.600 g por 30 min,
sendo o sedimento homogeneizado em tampdo cacodilato 0,01 M com 3% de
glutaraldeido e 0.2% de vermelho de ruteno (pH 7,4). Os microrganismos foram lavados
cinco vezes com tampao cacodilato 0.05 M, fixados com 1% de tetroxido de 6smio,
desidratados com gradiente de etanol e tratado com resina Spurr (Electron Microscopy
Sciences, Fort Washington, USA). Os cortes ultrafinos foram analisados em
Microscopio Eletronico de Transmisséo JEOL 1010.
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4.4.3 Extracéo do polissacarideo capsular

O protocolo utilizado para extracdo da capsula de Ureaplasma diversum foi
baseado em Rurangirwa et al. (1987), com modificacfes. A cépsula foi extraida
exclusivamente do pellet celular para minimizar os riscos de contamina¢do com 0s
polissacarideos derivados do meio de cultura. As células de ureaplasma de 2 litros de
cultura das amostras 10T, 72.1, 234, GOTA, 174, 805 e ATCC 49782 foram coletadas
por centrifugacdo a 10000 rpm por 1 hora e o sobrenadante descartado. O pellet celular
foi lavado duas vezes em PBS e homogenizado em 10 mL com o mesmo diluente. Um
volume igual de fenol foi adicionado e a mistura foi incubada a 60° C por 30 minutos
para desnaturar e remover o material proteinaceo. As fases aquosa e organica foram
separadas por centrifugacdo a 5000 rpm por 1 hora. A fase aquosa (contendo CPS e
acidos nucléicos) foi removida e o material interfacial e organico (contendo a maior
contaminacdo protéica) foi descartado. A extracdo com fenol foi repetida na fase aquosa
até que esta aparentasse transparente. Adicionou-se a fase aquosa 20 pL de DNase | e Il
(2500 U/mL) e 100 pg de RNase A, seguido de incubagdo a 37°C por 18 horas. Apds
este periodo, adicionou-se SDS para uma concentracdo final de 0,5%, e 100 pg de
proteinase K e incubado a 45°C por 24 horas. No dia seguinte, um volume igual de
fenol/cloroférmio foi adicionado e, ap6s homogeneizacao, as fases foram separadas por
centrifugacdo a 5000 rpm por 10 minutos. A fase aquosa foi retida e adicionou-se um
volume de cloroférmio igual ao do extrato, seguido por centrifugacdo a 5000 rpm por
30 minutos. O polissacarideo capsular foi precipitado pela adi¢do de 1/10 de volume de
acetato de sédio a 3 M e adicdo de um volume 4 vezes maior de etanol absoluto. A
mistura foi mantida em repouso overnight a 4°C. No dia seguinte foi centrifugada a
3500 rpm por 50 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet homogeneizado em
100 pL de agua destilada, seguido de centrifugacdo a 14000 rpm por 3 minutos. O
sobrenadante foi coletado e armazenado a -20°C.

4.4.4 Quantificacdo de carboidratos do polissacarideo capsular

A quantidade de carboidratos no extrato foi mensurada pela metodologia de
fenol-acido sulfarico descrita por Dubois et al. (1956). Uma curva padrdo foi obtida
utilizando glicose como referéncia para posterior estimativa da quantidade de agucares
total das amostras 10T, 72.1, 234, GOTA, 174, 805 e ATCC 49782. Foram preparadas

solugdes padréo de glicose por diluigdes seriadas (a partir de uma solucéo a 0,1mg/mL)
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nas concentracdes de 5, 10, 15, 20, 25 pug.ml-1, além do branco usando agua destilada.
Para cada amostra a determinacéo foi realizada em triplicata. Uma aliquota de 0,05 ml
das solugdes a serem analisadas foi transferida para tubos de ensaio de vidro, adicionado
de 0,15 mL de agua destilada, 0,2 mL de solucéo de fenol 5% e agitado suavemente. Em
seguida adicionou-se 1,0 mL de H,SO, concentrado diretamente sobre a amostra e
homogeneizado suavemente. Em seguida, a amostra foi incubada por 15 minutos em
temperatura ambiente para o resfriamento da solu¢do. Ap6s o preparo de todos os
padrdes e amostras, foram realizadas leituras em espectrofotdmetro no comprimento de
onda de 490nm, em cubetas de quartzo, para gerar a curva de calibracdo e quantificar

cada amostra.

4.4.5 Avaliacdo da composicao do polissacarideo capsular

Para avaliar a composicdo do monossacarideo, cada polissacarideo foi
hidrolisado com 300 pL de 2 mol/L de &cido trifluoroacético, a 100 °C por 8 horas. As
amostras foram secas sob fluxo de nitrogénio e, em seguida, dissolvidas em 300 pL de
agua e o pH foi elevado para 8 por adicdo de NH4OH. As amostras foram reduzidas
com NaBH, a temperatura ambiente por 4 horas, em seguida, a resina cationica foi
adicionada para remover 0s sais, as amostras foram secas sob corrente de nitrogénio e
seguido pelo processo de dissolucao/secagem em metanol (500 pL, x 3) para remover o
residuo borato. Os produtos de alditol foram acetilados pela adi¢gdo de 200 pL de
anidrido acético-piridina (1:1, v/v), mantidos overnight em temperatura ambiente.
Metanol (200 pL) foi adicionado para interromper a reacdo e as amostras foram secas
sob corrente de nitrogénio. Os acetatos de alditol foram analisados por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS — Varian, modelo Saturn 2000)
com analisador lon Trap. A cromatografia foi desenvolvida em coluna capilar de silica
fundida DB-225-MS (30 m, 0,25 mm, d.i. e 0,25 m de espessura de filme). As
temperaturas foram: injetor 250 °C e forno programado de 50 °C a 220 °C a 40 °C/min.
Os monossacarideos (como acetatos de alditol) foram identificados com base em seus
espectros de massa na ionizagdo de elétrons (EIl, 70eV) e padrdes auténticos (Sigma-
Aldrich).
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4.5 Avaliacdo da imunogenicidade do polissacarideo capsular

4.5.1 Producéo de anticorpos policlonais

O experimento com camundongos foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal da Bahia - Instituto Multidisciplinar de
Saude, Campus Anisio Teixeira (processo numero: CEUA-IMS/CAT-UFBA -
085/2019). A inducgéo da producéo de anticorpos foi realizada com as amostras 10T,
72.1, 234, GOTA, 174, 805 e ATCC 49782 foram inoculadas em camundongos Balb/c
(seis a dez semanas de idade), mantidos em gaiolas com alimentacéo e agua ad libitum.
Um grupo de 8 camundongos ndo foram inoculados constituindo o grupo controle (pré-
imune). Grupos de 4 camundongos Balb/c foram inoculados por via subcutanea
(FIOCRUZ, 2008), com 0,5 pug de CPS em solucdo salina usando adjuvante incompleto
de Freund (SigmaAldrich®) (v/v). Duas inoculacBes subsequentes com quantidades
iguais de polissacarideo capsular e adjuvante incompleto de Freund (Sigma-Aldrich®)
foram realizadas em intervalos de duas semanas. A coleta de sangue pos-imunizacdes
foi realizada a cada quinze dias e os soros obtidos foram armazenados a -20 °C (Figura
03)
Figura 3 — Modelo experimental da producéo de anticorpos policlonais.

12 Imunizagao 2? Imunizagao 3? Imunizagao

&

15 dias 30 dias 45 dias

O O O O

¢ & & &

Coleta de sangue Coleta de sangue Coleta de sangue Coleta de sangue
(Pré-imune) 15 d.p.i. 30 d.p.i. 45 d.p.i.

Legenda: Os anticorpos policlonais foram produzidos pela imunizacdo dos camundongos
Balb/c com o polissacarideo capsular das amostras ATCC 49782, 10T, 72.1, 234, GOTA, 174,
805.
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4.5.2 Avaliacdo da cinética de producéo de anticorpos policlonais antipolissacarideo
capsular

A metodologia de ELISA indireta foi utilizada para avaliar a cinética de
imunizacéo (titulos de antipolissacarideo capsular). Os ensaios ELISA foram realizados
revestindo placas de 96 pocos (Corning COSTAR) com 50, 100 e 200 ng dos diferentes
polissacarideos capsulares em tampdo carbonato-bicarbonato pH 9,6 por 16 horas a 4
°C, em cdmara Umida. Em seguida, a placa foi lavada cinco vezes com PBS - Tween 20
(0,05%). Ligacoes inespecificas foram blogqueadas por uma hora a 37 °C com 10% de
leite desnatado em PBS. As placas foram lavadas com PBS - Tween 20 (0,05%) e o0s
soros de camundongos com anticorpos anti-polissacarideo capsular foram adicionados
em diferentes diluigdes (1:50, 1:100, 1:200 e 1:400) seguido de anticorpo secundario
conjugado com peroxidase (goat anti-mice IgG, HRP conjugate -Invitrogen) diluido
1:2000 em PBS contendo 5% de leite desnatado. Os pocos foram lavados trés vezes
com 200 pL de PBS-T e adicionado 100 puL de solugdo de TMB (Novex, Life
Technologies) por 15 minutos. A reacdo foi interrompida pela adi¢do de 50 uL de acido

cloridrico 1 N, e a absorbancia foi lida a 450 nm usando um leitor de microplaca.

4.6 Ensaios de antigenicidade dos polissacarideos capsulares

4.6.1 Coleta de sangue periférico bovino

A coleta do sangue periférico bovino foi realizada por médico veterinario de
acordo com as disposi¢des de ética para pesquisa animal. O estudo foi submetido ao
Comité de Etica no Uso de Animais do Instituto Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Sao Paulo e aprovado pelo protocolo n°16/2017. Amostras de 70 ml de
sangue periférico foram coletadas da veia jugularde 10 vacas clinicamente
saudaveis em tubos de coleta de sangue (BD Vacutainer®) com EDTA, através de
puncdo venosa (GONDAIRA et al., 2015). As amostras de sangue foram mantidas a
temperatura ambiente, transportadas ao laboratério e processadas em até 2 horas ap0s,

para o ensaio de proliferacdo de linfdcitos e de resposta de mondcitos/macréofagos.

4.6.2 Ensaio de proliferacao de linfdcitos
Concentragbes determinadas de PBMC bovinos foram analisadas para a

proliferacdo de linfocitos totais. As células foram marcadas com Carboxy
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Fluorescein diacetate Succinimidyl Ester (CFSE), de acordo com as instru¢cbes do
fabricante (Invitrogen). Incubou-se por 20 min a 37 ° C e 5% de CO e as células foram
entdo centrifugadas a 1500 rpm durante 10 minutos e ressuspensas em meio RPMI-1640
completo. O nimero de células foi ajustado para 1x10° células/mL, dispensadas em
triplicata placas de cultura de células Costar de 24 pocos (Corning) e estimuladas com
o0 exopolissacarideo capsular das amostras 10T, 72.1, 234, GOTA, 174, 805 e ATCC
49782. Concanavalina A (ConA, Sigma-Aldrich) a 5,0 pg / mL e PBS pH 7,4 foram
usados como controles positivo e negativo, respectivamente. Apds 72 horas de
exposicao, as células foram transferidas para tubos de citometria e centrifugadas a 3500
rpm por 7 minutos e ressuspendidas a 200 pL de solugéo de fixagdo por 20 minutos ao
abrigo da luz a 4 °C para avaliagdo em citometro de fluxo. Foram adquiridos 50000
eventos, utilizando o programa Cell Quest (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). A

analise foi realizada pelo software FlowJo (versdo 7.6.5. TreeeStar, OR, USA).

4.6.3 Avaliacdo de resposta imunol6gica in vitro de mondcitos/macrdofagos

4.6.3.1 Isolamento de monadcitos bovinos

O sangue periférico foi diluido na proporcdo 1:1 com PBS 1x; (pH 7,4) e
10 mL da diluicdo foram adicionadas sobre 3 mL de Ficoll -Histopaque (densidade:
1,0771 g/mL, Sigma-Aldrich, Brasil) formando a barreira do Ficoll -Histopaque. O
material foi centrifugado a 2500 x g a temperatura ambiente por 20 minutos e as células
mononucleares, presentes na interface Ficoll/plasma, foram removidas e lavadas duas
vezes com PBS em rotagdo 1250 x g por 10 minutos. Para isolamento dos mondcitos as
células mononucleares foram ressuspendidas em uma solucdo A (5 mL de RPMI
contendo 10% de soro fetal bovino (Gibco, Brasil)) e esta solucdo foi lentamente
adicionada a 5 mL de solugdo B (5 mL de RPMI + 4,75mL de Percoll + 0, 325 mL de
PBS 10X). Esta mistura foi centrifugada por 30 minutos, 1500 x g, 20°C. Os mondcitos
presentes na interface formadas entre as solu¢des foram coletados e o pellet contendo os
linfdcitos foi descartado. A contagem das células foi realizada em camara de Newbauer,
a viabilidade celular foi avaliada com Azul de Tripan 0,1%. Apds contagem a
concentracdo celular foi ajustada para 4x10°célula/mL pormeio da adicdo PPMI
suplementado (10% de soro fetal bovino. 100 U/mL de penicilina e bicarbonato)

(CRUZ, 2010). As culturas foram utilizadas 24 horas ap6s o isolamento. A
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diferenciacdo de mondcitos em macrofagos aderentes foi confirmada por microscopia
(ALMEIDA et al., 1992; GONDAIRA et al., 2015).

4.6.3.2 Inoculacdo de macrofagos com os polissacarideos capsulares

Macrofagos bovinos foram incubados por 2 e 6 horas com concentragdes
especificas do polissacarideo capsular extraido de 7 cepas de U. diversum (10T, 72.1,
234, GOTA, 174, 805 e ATCC 49782),. Como controle negativo outra suspensdo de
macrofagos foi exposta ao PBS (1x). O controle positivo consistiu na exposicdo de
100pg/mL de LPS em outra suspensdo de macrofagos. Apos o cultivo dos macrofagos,
0 sobrenadante dos pocos das microplacas foi destinado a dosagem de Oxido nitrico. As
celulas foram lavadas, removidas da placa de cultivo, homogeneizadas em RNAlater™
e congeladas a -70 ° C para posterior extracdo de mMRNA (LEWANDOWSKA-SABAT,
2013).

4.6.3.3 Extragdo de mRNA de macrdfagos bovinos

O mRNA das células foi extraido utilizando o PicoPure RNA isolation kit, de
acordo com as instrucdes do fabricante. As amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm
por 5 minutos e incubadas com 1,0 mL de Trizol a temperatura ambiente para a
completa dissociagdo dos complexos nucleoproteicos. Duzentos microlitros de
cloroférmio foram adicionados, incubado a temperatura ambiente por 2 minutos e
centrifugacdo a 14.000 rpm por 15 minutos a 4°C. Apds a centrifugacdo e separacdo das
fases, 600 pL da fase aquosa (contendo o0 mRNA) foi coletado e, sobre esta fase, foi
adicionado igual volume de alcool 70%. A amostra preparada foi transferida para uma
coluna de purificacdo acoplada a um microtubo. Apds centrifugacdo e descarte do
liquido drenado a coluna foi lavada com tampdes de lavagem. Posteriormente a coluna
foi transferida para outro microtubo e foi adicionando 30 pL de H,O livre de RNase
(eluente). A coluna spin foi centrifugada, descartada e 0 mRNA eluido foi quantificado

em NanoDrop e imediatamente processado para sintese de cDNA.

4.6.3.4 Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi realizada por meio da reacdo de transcriptase reversa
utilizando o kit SuperScript IV Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific). Aos
MRNAs foram adicionados a solu¢do do mix A (1 pL de oligo dT, 1 pL de dNTP (10
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mM) e agua livre de RNase para um volume final de 12 uL) e incubadas a 60 °C por 1
minuto seguido de centrifugacdo de 14000 rpm por 30 segundos. Posteriormente foi
adicionado o mix B (1 pL de tampdo 10X First-Strand, 2 pL de DTT, 1 pL de
RNaseOUT™, 1 uL de SuperScript™ III RT) e incubadas em termociclador a 50 °C
por 60 minutos e 70 °C por 15 minutos. O cDNA foi armazenado a -70 °C para posterior

analise da expressao génica.

4.6.3.5 Expressdo génica de marcadores inflamatérios

A partir do o cDNA sintetizado, foi realizado PCR quantitativa (QPCR), com
primers especificos para avaliar a expressdo génica das citocinas IL-1 ¢ TNF-a, dos
TLRs 2 e 4 (GARCIA et al., 2015) e iNOS (TESFAYE et al., 2006). A reacdo foi
realizada por meio do StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems,
Brasil) com SYBR Green (Qiagen-SABioscience, Brasil) e utilizando o programa
recomendado pelo fabricante. A curva de Melting foi avaliada ao final da reagdo para
observar a especificidade da amplificacdo. Os dados foram analisados pelo método
comparativo (2**“") (LIVAK e SCHMITTGEN, 2001) e a normalizagdo foi realizada
com base na expressdo de GAPDH (GARCIA et al., 2015).

4.6.3.6 Dosagem de 6xido nitrico

Para a dosagem do NO foi utilizada a reacdo colorimétrica de Griess (STUEHR
e NATHAN, 1989; TSIKAS, 2007), que consiste na deteccdo de nitrito (NO?),
resultante da oxidacdo do NO nos sobrenadantes de cultura previamente coletados. Foi
adicionado em uma microplaca de 96 pocos 50ul do sobrenadante de cada cultura
(padrdes, controles e amostras), adicionados a 0,1% de solucdo de reagente de Griess
[50 uL de N- (1-naftil) etilenodiamina 3,9 mM em &cido fosforico a 5% (v / v))] e
incubados no escuro em temperatura ambiente por 10 minutos. A solucdo de
sulfanilamida (1% em &cido fosforico) foi adicionada a mistura e a absorbancia foi
medida a 540 nm por um leitor de microplaca (iMark ™ Microplate Absorbance Reader
Bio-Rad). Solugbes padrdo de nitrato de sodio (0,1 mM) foram usadas para construir
uma curva padrdo para determinar as concentracdes reais nas amostras. A absorbancia
das diferentes amostras foi comparada com a curva-padrdo de NaNO, cujos valores
utilizados para célculo foram de 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56 € 0,78 puM.
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4.7 Tratamento Estatistico

A andlise estatistica foi obtida utilizando o programa GraphPad-Prism 5.0 para
Windows (GraphPad Softwear, san Diego, CA-USA) utilizando os testes estatisticos
adequados ao estudo. Os critérios de normalidade foram avaliados pelo teste de
normalidade Shapiro-Wilk. Um teste de analise de variancia (ANOVA) unilateral com o
teste de Bonferroni foi usado nos casos em que os dados foram normalmente
distribuidos. O teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn foi
usado caso esses dados ndo preenchessem os critérios de normalidade. Os resultados
foram expressos como a média + erro padrdo da meédia (SEM). O valor da probabilidade
(p) foi considerado estatisticamente significativo quando p <0,05 utilizando um
intervalo de confianca de 95%.



55

5 RESULTADOS

5.1 Analise de distribuicéo e diversidade génica da glicosiltransferase (UD216) em

isolados clinicos

5.1.1 Amplificacdo do gene codificador da glicosiltransferase (UD216) das amostras de
isolados clinicos de U. diversum

Verificou-se que 56,5 °C foi a temperatura 6tima de amplificacdo para melhor
amplificacdo do gene alvo UD216, respectivamente. Os primers utilizados neste estudo
apresentaram desempenho satisfatorio nas PCRs, gerando produtos que podem ser
diferenciados em gel de eletroforese (figura 04).

Figura 4. Eletroforese dos produtos de PCR do gene UD216

€924 pb (UD216-Glicosiltransferase)

Legenda. Eletroforese em gel de agarose a 1% dos produtos de reacdes de PCR para o
gene da glicosiltransferase (UD216). Marcador de peso molecular de 100 pb (coluna 1),
controle negativo (coluna 2), glicosiltransferase com 924 pb (coluna 3).

5.1.2 Distribuicéo da glicosiltransferase em isolados de U. diversum

Ap6s a PCR das 52 amostras de U. diversum, 69% (n=36) foram positivas para o
gene UD216. As duas amostras do estado do Mato Grosso do Sul e 83% das amostras
do estado de Sdo Paulo (n=24) foram positivas, assim como 60% das amostras
originadas do estado da Bahia (n=25). A distribuicdo das amostras positivas foi

homogénea em todos os estados de origem dos isolados (Figura 05).
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Figura 5. Distribuicdo do gene codificador da glicosiltransferase (UD216) no Brasil
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Legenda. Distribuicdo do gene codificador da glicosiltransferase (UD216) entre 0s
isolados de U. diversum testados com PCR convencional em diferentes estados
brasileiros.

5.2 Analise intra-especifica do gene codificador da glicosiltransferase (UD216)

O gene UD216, apresentou polimorfismos, insercdes e delecdes em algumas
regides. A sequéncia completa do gene codificador da glicosiltransferase da cepa de
referéncia de U. diversum, (nimero de acesso no GenBank: CP009770), foi utilizada
para as comparagoes e alinhamento usando a ferramenta de alinhamento de sequéncia
maltipla ClustalW (tabela 4). Esta sequéncia contém 264 nucleotideos. Os
polimorfismos nos nucleotideos (Adenina, A; Citosina, C; Guanina, G; Timina, T)
foram identificados com base em sua posi¢do no gene UD216 e indicados como Y =T/
CCR=A/GM=A/C,K=G/T,W=A/TeS =G/ C (Unido Internacional de
Bioquimica e Biologia Molecular, IUBMB). A transversdo A/T (W) foi encontrada na
maioria dos isolados, principalmente entre as posi¢cdes 140 e 155. Transversdes foram

observadas em 131 posic¢des de nucleotideos, enquanto as transi¢des foram observadas
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em 41 posicoes de nucleotideos. As transi¢coes A/G (R) e T/C (YY) foram observadas em
36 e 5 posi¢cdes de nucleotideos cada, respectivamente. A transversdo A/T (W) foi a
mais detectada, em 104 posi¢cdes de nucleotideos. As transversdes A/C (M) e G/T (K)
foram observadas em 13 e 12 posic¢Oes de nucleotideos, nessa ordem. A transversédo G/C
(S) foi observada apenas em 3 posic¢des de nucleotideos.

A arvore filogenética (Figura 6) demonstra a proximidade genética entre
isolados coletados nas mesmas propriedades. Em alguns ramos da arvore, com
confiabilidade maior que 98%, foram formados diferentes grupos. O grupo 1
compreende as amostras obtidas de sémen congelado em um centro de inseminagédo
artificial (16T, 13T, 12T, 10T, 7T, 5T) do estado de S&o Paulo; grupo 2 sdo amostras
coletadas na mesma propriedade no estado de Mato Grosso do Sul (9653 e 805). As
amostras isoladas de duas propriedades diferentes no estado de Sdo Paulo formaram
dois grupos diferentes contendo amostras das mesmas propriedades (grupo 3: GOTA,
100 e 102; grupo 4: 72.1, 72.2, 73). As amostras coletadas no estado da Bahia formaram
também dois grupos distintos (grupo 5: 249, 234 e 239; grupo 6: 174, 133 e 111). Os
resultados obtidos dos respectivos sequenciamentos foram também confrontados com a

producdo e tipificacdo dos polissacarideos produzidos por esses microrganismos.
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Tabela 04 — Polimorfismos entre as sequéncias do gene UD216 (glicosiltransferase) de isolados de U. diversum e sequencia depositada no GenBank
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Figura 06 — Arvore filogenética obtida com o sequenciamento do gene UD216 de

Ureaplasma diversum.
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Legenda — Arvore filogenética obtida com o sequenciamento do gene UD216 (5°- 3°)
dos isolados de U. diversum e da cepa de referéncia ATCC 49782 de U. diversum
depositada no GenBank. O método de construgdo foi calculado pelo algoritmo
“Neighbor-Joining” com “Bootstrap” de 1.000 repeti¢des.
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5.3 Analises in silico do gene da glicosiltransferase (UD216) em isolados de U.

diversum

5.3.1 Andlises in silico da sequencia depositada no GenBank do gene da
glicosiltransferase (UD216) da cepa de referencia ATCC49782

A sequéncia da glicosiltransferase (UD216) possui 307 residuos de aminoacidos,
com peso molecular estimado de 36,2 kDa. A sequéncia analisada foi avaliada pelo
web-software IEDB Analysis Resource para predi¢cdes de: beta-turn, acessibilidade e
epitopos lineares e conformacionais de células B. A tabela 5 e figura 7 apresentam a
caracterizagdo da sequéncia analisada. Além disso, a sequéncia foi avaliada pelo
algoritmo SAPS, que identificou que a sequéncia de glicosiltransferase (UD216) ndo

possui segmentos hidrofébicos nem transmembranares.

Tabela 05- Comparacdo entre softwares para predi¢des de peptideo sinal e predicdes
da topologia das proteinas de membrana descritas nesse estudo.

Softwares UD 216
Psortb? -
156i1-17504t (20)
TMPRED"® 228in-249, (22)
1650u-181i, (17)
CCTOP” 22
TOPCONS -
TopPred In-out
Auséncia de
DAS sequéncia
transmembranica
TMHMM Out®

Notas: ® Localizagdo proteica foi predita usando o web-software PSORTb: (IM)
indiretamente ligada a membrana.
® Aminoacidos inseridos na membrana (direcéo e tamanho).
° A proteina esté localizada fora da célula.
¢ A proteina esta direcionada a partir da membrana para o meio
extracelular.
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Figura 07 - PredicOes pelo web-software IEDB Analysis Resource e CBTOPE.

>UD 216

MLLSILFHVS  KNANHLQANL SGFLDFVLKH PKQVELILVD DASDSQVLRI
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DLEDSLLKQV HEDFDVISFN LADDVNKATT AVHTTESPEM [INYWESISN
KIINRAWLVA NDISFAYGKW FPALFNFALF KNFKTWKHMD ACLLANTKQD
CVIYNIYDLL QQIKPLYQAE VNNSWKDVYN QELCYWATGI CLHTFMRQIY
KIYSNEDVDO IKDKEQLNIT QNACENALKY LQTYESNYAS NKYVKKYONR
LFKYFLK

Legenda - Predicdes de beta-turn (aminoacidos sublinhados), antigenicidade (italico),
acessibilidade (negrito) e epitopos lineares (marcados em cinza) e conformacionais
(aminoacidos em vermelho) para células B.

5.3.2 Analise in silico da presenca de epitopos para linfocitos B e T das sequencias dos
isolados clinicos de U. diversum

Os resultados da predicdo de epitopos de células B conformacionais e lineares
das amostras sequenciadas neste estudo exibem o ndmero de regides em valores
absolutos e a porcentagem total de aminoacidos nas regiGes de epitopos. Todas as
proteinas possuem epitopos conformacionais para linfocitos B, conforme demonstrado
na tabela 06. O nimero de regides antigénicas variou de 18 nas amostras coletadas de
sémen em uma central de inseminacdo artificial (5T, 7T, 10T, 12T, 13T, 16T) a 28 nas
amostras de ureaplasma 805 e 9653. As proteinas com porcentagens mais baixas e mais
altas de aminoécidos nas regiGes antigénicas foram, respectivamente, as amostras de
sémen (22%) e as amostras 111 e 133 (27,7%). Na predicdo de epitopos lineares, 0
namero de regides antigénicas variou entre 5 (12 amostras), 6 (17 amostras) e 7 (sete
amostras). As sequencias com a maior porcentagem de aminoacidos nas regides
antigénicas foram 234, 239 e 249 (32,2%). Nenhuma das 36 sequéncias avaliadas foram

previstas como antigénicas (pontuacdo maior ou igual a 0,5 no servidor VaxiJen).
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Tabela 06 - Predicdo de antigenos conformacionais e lineares de linfécitos B e predi¢do
em antigenos de U. diversum.

Amostra CBTOPE BEPIPRED (VaxiJen)
Absol. AA TOTAL % Absol. AA TOTAL % Antigen.

5T 19 66 298 221 6 83 298 27,9 0.3917
T 18 67 304 220 5 75 304 24,6 0.3917
10T 18 67 304 220 5 75 304 24,6 0.3917
12T 18 67 304 220 5 75 304 24,6 0.3917
13T 18 67 304 220 5 75 304 24,6 0.3917
16T 18 67 304 220 5 75 304 24,6 0.3917
34 23 81 307 264 6 95 307 30,9 0.4003
35 23 81 307 264 6 95 307 30,9 0.4003
37 23 81 307 264 6 95 307 30,9 0.4003
47 23 81 307 264 6 85 307 21,7 0.4044
52 23 81 307 264 6 94 307 30,6 0.3860
59 23 81 307 264 6 87 307 28,3 0.3978
64 23 81 307 264 6 87 307 28,3 0.3978
72.1 26 84 309 272 6 88 309 28,5 0.4447
72.2 26 84 309 27,2 6 88 309 28,5 0.4447
73 26 84 309 272 6 88 309 28,5 0.4447
81 23 77 307 250 6 98 307 31,9 0.3965
84 25 81 309 26,2 6 92 309 29,8 0.4362
93 23 77 307 250 5 86 307 28,0 0.4005
94 23 77 307 250 5 86 307 28,0 0.4005
95 23 77 307 250 5 86 307 28,0 0.4005
98 23 77 307 250 5 86 307 28,0 0.4005
100 24 84 307 2714 7 90 307 29,3 0.3778
102 24 84 307 2714 7 90 307 29,3 0.3778
111 25 85 307 271,71 7 95 307 30,9 0.3750
133 25 85 307 271,71 7 95 307 30,9 0.3750
174 24 83 307 270 6 86 307 28,0 0.3862
234 23 84 307 2714 7 99 307 32,2 0.4082
239 23 84 307 2714 7 99 307 32,2 0.4082
249 23 84 307 274 7 99 307 32,2 0.4082
805 28 72 306 235 5 72 306 23,5 0.3545
9653 28 72 306 235 5 72 306 23,5 0.3545
ATCC497 24 77 307 250 6 98 307 31,9 0.3965
82

A203 24 79 307 257 6 98 307 31,9 0.3982
BA78 24 77 307 250 6 98 307 31,9 0.3965
GOTA 21 81 307 264 5 92 307 30,0 0.3790
Msp5* 19 - - 452 5 - - 43,3 0,5100

* Mapeamento de epitopos de linfocitos B e previsdo de antigenicidade também foram

realizados para o peptideo Msp5 ESXA_MYCBO de A. marginale
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Nas analises dos ligantes ao complexo principal de histocompatibilidade de
classe I (MHCI) das amostras sequenciadas neste estudo, as sequencias mostraram pelo
menos uma ligacdo para os oito alelos de antigenos de linfocitos bovinos MHCI
analisados (BoLA) (Tabela 07). O numero maximo de ligacOes estava entre 0s epitopos
das amostras de sémen (5T, 7T, 10T, 12T, 13T, 16T), ao alelo BoLAT2C (27 ligacGes).
Dentre os alelos avaliados, o alelo BoLA-6*04101 exibiu menos liga¢des as sequencias

avaliadas.
Tabela 07 - Predicdo de epitopos para linfécitos TCD8+ ligantes para diferentes alelos
BoLA.
Amostra BoLA-1 BoLA-3 BoLA-2 BoLA-6 BoLA-3 BoLA-6* BOLAT2C BoLA-
*02301 *00201 *01201 *01301 *00101 04101 T5
5T 20 13 14 12 15 8 27 18
T 20 13 14 12 15 8 27 18
10T 20 13 14 12 15 8 27 18
12T 20 13 14 12 15 8 27 18
13T 20 13 14 12 15 8 27 18
16T 20 13 14 12 15 8 27 18
34 23 12 19 9 14 6 20 23
35 23 12 19 9 14 6 20 23
37 23 12 19 9 14 6 20 23
47 23 12 20 9 14 6 20 23
52 22 13 19 9 15 7 21 22
59 21 13 19 9 15 7 21 23
64 21 13 19 9 15 7 21 23
72.1 20 10 17 10 13 5 22 20
72.2 20 10 17 10 13 5 22 20
73 20 10 17 10 13 5 22 20
81 23 12 19 11 14 6 21 22
84 18 11 17 9 14 5 23 20
93 22 12 18 11 15 5 21 21
94 22 12 18 11 15 5 21 21
95 22 12 18 11 15 5 21 21
98 22 12 18 11 15 5 21 21
100 22 11 18 11 14 5 22 21
102 22 11 18 11 14 5 22 21
111 21 11 18 10 14 4 21 21
133 21 11 18 10 14 4 21 21
174 21 10 18 8 13 4 19 21
234 22 12 18 9 14 6 18 22
239 22 12 18 9 14 6 18 22
249 22 12 18 9 14 6 18 22
805 21 11 18 9 15 4 21 20
9653 21 11 18 9 15 4 21 20
ATCC49782 23 12 19 11 14 6 21 22
A203 22 12 18 10 14 5 22 21
BA78 23 12 19 11 14 6 21 22
GOTA 22 12 17 10 15 5 22 22
tp2* 5 3 6 7 2 5 9 4

* O mapeamento de epitopos de linfocitos TCD8 + também foi realizado para o
antigeno tp2 de Theileria parva
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5.3.3 Avaliacao das caracteristicas para expressao heteréloga em Escherichia coli

Pardmetros como peso molecular (PM), indice de instabilidade, indice alifatico,

grande média de hidropatia (GRAVY), e a solubilidade foram preditos para 0s

antigenos de U. diversum das amostras sequenciadas neste estudo.

Tabela 08 - Propriedades fisico-quimicas determinadas por ProtParam, Protein-Sol e

SOLpro.
Protparam Ptn-sol
Amostra N aa PM Inst Estab GRAVY Prsig:gffd SOLpro
index solubility:

5T 304 35.6 37.55 Estavel -0.023 0.214 Insoltvel
T 304 35.6 37.55 Estavel -0.023 0.214 Insoltvel
10T 304 35.6 37.55 Estavel -0.023 0.214 Insollvel
12T 304 35.6 37.55 Estavel -0.023 0.214 Insoltvel
13T 304 35.6 37.55 Estavel -0.023 0.214 Insoltvel
16T 304 35.6 37.55 Estavel -0.023 0.214 Insoltvel
34 307 36.3 29.44 Estavel -0.292 0.247 Insoltvel
35 307 36.3 29.44 Estavel -0.292 0.247 Insoltvel
37 307 36.3 29.44 Estavel -0.292 0.247 Insoltvel
47 307 36.3 29.17 Estavel -0.291 0.241 Insoltvel
52 307 36.3 28.95 Estavel -0.288 0.245 Insoltvel
59 307 36.3 29.08 Estavel -0.286 0.242 Insoltvel
64 307 36.3 29.08 Estavel -0.286 0.242 Insoltvel
72.1 309 36.4 29.68 Estavel -0.198 0.250 Insolivel
72.2 309 36.4 29.68 Estavel -0.198 0.250 Insolivel
73 309 36.4 29.68 Estavel -0.198 0.250 Insollvel
81 307 36.2 29.12 Estavel -0.258 0.246 Insollvel
84 309 36.4 28.91 Estavel -0.188 0.229 Insoltvel
93 307 36.1 29.40 Estavel -0.248 0.221 Insoltvel
94 307 36.1 29.40 Estavel -0.248 0.221 Insoltvel
95 307 36.1 29.40 Estavel -0.248 0.221 Insoltvel
98 307 36.1 29.40 Estavel -0.248 0.221 Insoltvel
100 307 36.1 29.70 Estavel -0.262 0.219 Insoltvel
102 307 36.1 29.70 Estavel -0.262 0.219 Insoltvel
111 307 36.1 27.44 Estavel -0.264 0.222 Insoltvel
133 307 36.1 27.44 Estavel -0.264 0.222 Insollvel
174 307 36.0 27.44 Estavel -0.264 0.244 Insollvel
234 307 36.3 31.76 Estavel -0.249 0.220 Insoltvel
239 307 36.3 31.76 Estavel -0.249 0.220 Insoltvel
249 307 36.3 31.76 Estavel -0.249 0.220 Insoltvel
805 306 35.6 28.08 Estavel -0.260 0.217 Insoltvel
9653 306 35.6 28.08 Estavel -0.260 0.217 Insoltvel
ATCC49782 307 36.2 29.12 Estavel -0.258 0.246 Insol(vel
A203 307 36.1 30.02 Estavel -0.251 0.217 Insol(vel
BA78 307 36.2 29.12 Estavel -0.258 0.246 Insollvel
GOTA 307 36.1 29.17 Estavel -0.251 0.205 Insol(vel

O peso molecular das amostras sequenciadas neste estudo variou entre 35,6 e

36,4 kDa (quilodalton). As sequencias com o0 maior peso molecular foram 72.1, 72.2, 73
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e 84 (36,4 kDa), enquanto com peso molecular mais baixo foram as 6 amostras de
sémen e as amostras 805 e 9653 35,6 kDa (Tabela 08). As taxas de instabilidade
variaram de 27,44 (111, 133 e 174) a 37,55 (5T, 7T, 10T, 12T, 13T, 16T). Em geral,
quando este indice é inferior a 40, as proteinas sdo consideradas estaveis, concordando
com a predicdo de estabilidade. O parametro GRAVY foi estudado para avaliar
hidrofobicidade, mas nenhuma das sequencias exibiram resultado positivo. Quanto a
solubilidade, todas as sequencias foram classificadas como insollveis, tanto no

programa Protein-Sol quanto em SOLpro.

5.3.4 Avaliacédo da presenca de sinal para excregdo pelas vias classicas e ndo classicas

A anélise da secrecdo classica mediada por peptideo sinal foi realizada por
SignalP5. Este servidor previu baixa probabilidade de peptideo sinal em todas as 36
sequencias estudadas, para nenhum dos 3 sitios de clivagem avaliados (sec/SPI,
Tat/SPI, sec/SPIl) (Tabela 09). De acordo com o preditor TMHMM, nenhuma
sequencia possuia loops transmembranares, em que todas as sequencias encontram-se

na regido exterior, sendo 23 delas classificadas como citoplasmaticas pelo PSortB.
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Tabela 09 - Predicéo de peptideo sinal, presenca de al¢a transmembranica e localizagédo

subcelular.
Signal P
Amostra  Signal TAT  Lipoprotein ~ Other  SecretomeP ...\, PSortB DOLOP
peptide signal signal score
(Sec/SPI)  peptide peptide
(Tat/SP1)  (Sec/SPII)
5T 0.0201 0.0011 0.002 0.9767 0.349547 O/outside Unknown -
7T 0.0201 0.0011 0.002 0.9767 0.349547 O/outside Unknown -
10T 0.0201 0.0011 0.002 0.9767 0.349547 O/outside Unknown -
12T 0.0201 0.0011 0.002 0.9767 0.349547 O/outside Unknown -
13T 0.0201 0.0011 0.002 0.9767 0.349547 O/outside Unknown -
16T 0.0201 0.0011 0.002 0.9767 0.349547 O/outside Unknown -
34 0.0175 0.0008 0.0022 0.9796 0.168799 O/outside  Cytoplasmic -
35 0.0175 0.0008 0.0022 0.9796 0.168799 O/outside  Cytoplasmic -
37 0.0175 0.0008 0.0022 0.9796 0.168799 O/outside  Cytoplasmic -
47 0.0175 0.0008 0.0022 0.9796 0.146693 O/outside  Cytoplasmic -
52 0.0175 0.0008 0.0022 0.9796 0.157614 O/outside Unknown -
59 0.0175 0.0008 0.0022 0.9796 0.136166 O/outside  Cytoplasmic -
64 0.0175 0.0008 0.0022 0.9796 0.136166 O/outside  Cytoplasmic -
72.1 0.0124 0.0004 0.0018 0.9653 0.196983 O/outside Unknown -
72.2 0.0124 0.0004 0.0018 0.9653 0.196983 O/outside Unknown -
73 0.0124 0.0004 0.0018 0.9653 0.196983 O/outside Unknown -
81 0.0156 0.0006 0.0018 0.962 0.165324 O/outside  Cytoplasmic -
84 0.0124 0.0004 0.0018 0.9653 0.178205 O/outside Unknown -
93 0.0203 0.0009 0.0022 0.9767 0.163592 O/outside  Cytoplasmic -
94 0.0203 0.0009 0.0022 0.9767 0.163592 O/outside  Cytoplasmic -
95 0.0203 0.0009 0.0022 0.9767 0.163592 O/outside  Cytoplasmic -
98 0.0203 0.0009 0.0022 0.9767 0.163592 O/outside  Cytoplasmic -
100 0.0218 0.0009 0.0023 0.975 0.175743 O/outside  Cytoplasmic -
102 0.0218 0.0009 0.0023 0.975 0.175743 O/outside  Cytoplasmic -
111 0.0218 0.0009 0.0023 0.975 0.177116 O/outside  Cytoplasmic -
133 0.0218 0.0009 0.0023 0.975 0.177116 O/outside  Cytoplasmic -
174 0.0475 0.0017 0.0381 0.9127 0.186069 O/outside  Cytoplasmic -
234 0.0143 0.0007 0.002 0.963 0.246798 O/outside  Cytoplasmic -
239 0.0143 0.0007 0.002 0.963 0.246798 O/outside  Cytoplasmic -
249 0.0143 0.0007 0.002 0.963 0.246798 O/outside  Cytoplasmic -
805 0.0237 0.0013 0.0026 0.9724 0.203260 O/outside Unknown -
9653 0.0237 0.0013 0.0026 0.9724 0.203260 O/outside Unknown -
':‘S_%g 0.0156 0.0006 0.0018 0.962 0.165324 O/outside  Cytoplasmic -
A203 0.0223 0.0009 0.0026 0.9742 0.175636 O/outside  Cytoplasmic -
BA78 0.0156 0.0006 0.0018 0.962 0.165324 O/outside  Cytoplasmic -
GOTA 0.0192 0.0009 0.002 0.9779 0.153708 O/outside  Cytoplasmic -

O servidor DOLOP, que usa uma série de critérios para prever peptideos sinal,

ndo exibiu resultados positivos. Nenhuma das 36 sequencias avaliadas também no

preditor SecretomeP (excrecdo ndo mediada por peptideo sinal), exibiram valores

(score) significantes (maior que 0,5).
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5.4 Detecgdo, quantificacdo e caracterizacdo de carboidratos do polissacarideo

capsular

5.4.1 Presenca de capsula

As células de U. diversum, a partir de cultivo, apresentaram uma camada densa
externa a da membrana celular dos microrganismos estudados. Esta estrutura
apresentou-se difusa e amorfa, estendendo 11 a 17 nm a partir da membrana em todas as
cepas e isolados analisados (Figura 08). Este material polissacaridico foi observado em
menor intensidade, internamente a membrana celular, o que pode indicar uma secrecao

deste material momento do cultivo.

Figura 08 - Microscopia eletrénica de células de U. diversum,
A) ATCC49782
. f’.-:
ol

Legenda - Microscopia eletronica de células de U. diversum, obtidas no cultivo de isolados
provenientes de amostras mucovulvovaginais e sémen bovino, tratadas com vermelho de ruteno,
evidenciando material polissacaridico.
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5.4.2 Quantificacdo de carboidratos totais no polissacarideo capsular

A extracdo e quantificacdo do polissacarideo capsular foram realizadas através
da metodologia de fenol-&cido sulfirico, obtendo assim o valor medio de 67,62 pg/mL
de carboidratos totais. Na tabela 10 é possivel verificar que a dosagem de carboidratos
das amostras analisadas varia entre 49,80ug/ mL e 87,70ug/ mL.

Tabela 10 - Quantificacdo de carboidratos presentes no polissacarideo capsular de
amostras de Ureaplasma diversum

Concentragao Carboidratos

Amostra
(Mg/mL)

ATCC 49782 65,77
10T 71,84

72.1 72,37

234 49,80
GOTA 62,36
174 87,70

805 63,53

A composicdo quimica do material capsular de U. diversum ATCC 49782 e de outras
seis cepas foi posteriormente avaliada. Arabinose, xilose, manose, galactose e glicose
foram os principais componentes detectados no material capsular dessa bactéria (Tabela
10). A amostra 174 contém a maior variedade de acgUcares, ndo possuido apenas a Xilose
em sua composic¢do. A glicose foi o aglcar em maior quantidade na composicdo da
maioria das amostras, com excecdo apenas na amostra 72.1, constituida
majoritariamente por galactose. A ramnose foi encontrada nas amostras 174 e 234,
enquanto a fucose apenas em 174. Os aglcares manose, galactose e glicose foram

identificados em todas as amostras.
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Tabela 11 - Caracterizacdo dos carboidratos presentes no polissacarideo capsular de
amostras de Ureaplasma diversum

Monossacarideos 10T  72.1 234 GOTA 174 805 ATCC

49782
Ramnose (%) 0,0 0,0 3,3 0,0 54 0,0 0,0
Fucose (%) 0,0 0,0 0,0 0,0 8,4 0,0 0,0
Arabinose (%) 00 126 1,0 5,6 5,8 52 6,5
Xilose (%) 0,0 0,0 0,0 54 0,0 7,0 54
Manose (%) 212 226 250 30,2 21,2 6,2 24,0
Galactose (%) 199 335 12,5 20,3 20,4 30,2 17,3
Glicose (%) 589 31,3 58,1 38,6 38,3 514 50,8

5.5 Antigenicidade e Imunogenicidade do polissacarideo capsular de U. diversum

A imunogenicidade dos polissacarideos capsulares foi avaliada por ELISA
indireto pela producdo de 1gG. Os anticorpos foram produzidos em camundongos e a
cinética de producdo de anticorpos apds 15, 30 e 45 dias foi avaliada pela producéo de
IgG apo6s a inoculagdo de novas doses/reforcos (Figura 9). Apos 15 dias da inoculagéo,
a amostra GOTA induziu maior resposta de anticorpos, em relacdo ao soro pré-imune, o
gue se manteve apos 30 dias de inoculacdo. A producao dos anticorpos estabilizou-se no
maior titulo apds 30 dias de inoculagdo das amostras ATCC 49782 e 805. No entanto
até 45 dias, ap0ds inoculacgdo, ndo foi possivel observar algum estimulo persistente para a
inducdo de niveis significantes de anticorpos contra o polissacarideo capsular dos
ureaplasma estudados. Este resultado indica pouca imunogenicidade. No entanto, o
polissacarideo capsular, pode ser bastante antigénico, uma vez que a esta estrutura é um

dos maiores fatores de viruléncia de U. diversum.
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Figura 09 - Analise da reatividade de anticorpos policlonais ao polissacarideo capsular
de Ureaplama diversum.
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Legenda - Absorbancia a 450 nm dos niveis de anticorpos anti-polissacarideos
determinados por ELISA indireto. Os soros foram dos camundongos imunizados por via
subcutanea com polissacarideo capsular apés 0, 15, 30 e 45 dias de inoculagdo.

5.6 Ensaios de antigenicidade e viruléncia dos polissacarideos capsulares

5.6.1 Proliferacéo linfocitaria

Diferentes concentracGes dos polissacarideos capsulares foram incubadas com
células de sangue periférico de bovinos e analisadas por citometria de fluxo. Verificou-
se que ndo houve reconhecimento do polissacarideo na superficie de linfocitos,
indicando que o reconhecimento provavelmente seja linfocito-independente (Figura 10).
O reconhecimento seria observado pelo aumento da intensidade média de fluorescéncia
(MFI) nos linfocitos. A auséncia de nova geracdo de populagdo celular (aumento da
fluorescéncia) apds o estimulo da presenca dos polissacarideros capsulares, indicaria

que auséncia de reconhecimento na superficie dessas células.
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Figura 10 — Ensaio de proliferacdo linfocitaria (CFSE) pela marcacéo de linfocitos com

FITC, apos exposicdo de polissacarideos de U. diversum.
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Legenda — Deteccdo da divisdo de linfécitos por intensidade de fluorescéncia. A regido
delimitada (area do pico) representa a avaliacdo do espectro de emissdo de CFSE (5 (6)

-carboxifluoresceina diacetato succinimidil éster).

5.6.2 Expressao génica

De acordo com os resultados apresentados na figura 11, houve maior producéo
da citocina pré-inflamatoria TNF-a nos macrofagos na presenca dos polissacrideos das
amostras 72.1 e 234, ap6s 2 e 6 horas de exposicdo, em relacdo aos controles. A amostra
10T induziu o aumento significativo da mesma citocina apds 6 horas de exposicao.
Apenas a cepa ATCC 49782 induziu significativamente a expressao de IL-1p apos 6
horas de inoculacdo. A expressdo dos TLR 2 e 4 ndo foi significativa. Essa resposta

indica a ocorréncia de processo inflamatorio discreto.
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Figura 11 - Expressdo génica de citocinas e TLR’s em PBMC bovinos
experimentalmente expostos por 2 e 6 horas com polissacarideos capsulares de

diferentes cepas de Ureaplasma diversum.
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Legenda - Expressdo génica de marcadores inflamatérios e TLRs em PBMC bovinos expostos
a0,5, 1,0 e 2,0 ug / mL de polissacarideos capsulares de U. diversum. O controle negativo (NC)
e o controle positivo foi PBS e LPS (100 ng / mL), respectivamente.
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Figura 12 - Expressdo génica de INOS em PBMC bovinos experimentalmente expostos
por 2 e 6 horas com polissacarideos capsulares das amostras de Ureaplasma diversum.
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Legenda - Expressao génica de iNOS em PBMC bovinos expostos a 0,5, 1,0 ¢ 2,0 pg / mL de
polissacarideos capsulares de U. diversum. O controle negativo (NC) e o controle positivo foi
PBS e LPS (100 ng / mL), respectivamente.

5.6.3 Dosagem de nitrito em sobrenadante da cultura de macrofagos bovinos

Para examinar a relagdo entre o estimulo da producdo de nitrito pelos
macrofagos de bovinos e a exposicdo aos polissacarideos capsulares, as células foram
expostas por dois periodos diferentes (2 e 6 horas). Diferente da expressdo génica de
INOS (Figura 12), em ambos os tempos avaliados, observou-se que na concentracdo de
2,0 pg/mL todos os polissacarideos induziram uma maior quantidade de nitrito em
relagcdo ao controle negativo (Figuras 13 e 14). Diferentemente, a amostra 174 provocou
a maior resposta na concentracdo de 0,5 pg/mL em ambos os periodos avaliados.

Diferente do esperado, as respostas ndo foram dose-dependentes.
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Figura 13 - Dosagem de nitrito em sobrenadante de cultura de macrofagos bovinos
apos 2 horas de exposicdo a variadas concentracdes do polissacarideo capsular de
diferentes cepas de Ureaplasma diversum.
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Legenda — Dosagem de nitrito pelo método de Griess em sobrenadante de cultura de
macréfagos bovinos ap6s 2 horas de exposicdo as concentragdes de 0,5, 1,0 e 2,0 pg / mL de
polissacarideos capsulares de U. diversum. O controle negativo (NC) e o controle positivo foi
PBS e LPS (100 ng / mL), respectivamente.



75

Figura 14 - Dosagem de nitrito em sobrenadante de cultura de macrofagos bovinos
apos 6 horas de exposicdo a variadas concentracdes do polissacarideo capsular de

diferentes cepas de Ureaplasma diversum.
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Legenda — Dosagem de nitrito pelo método de Griess em sobrenadante de cultura de
macrofagos bovinos apds 6 horas de exposicdo as concentragdes de 0,5, 1,0 e 2,0 pg / mL de
polissacarideos capsulares de U. diversum. O controle negativo (NC) e o controle positivo foi

PBS e LPS (100 ng / mL), respectivamente.
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6 DISCUSSAO

Existem poucos dados na literatura sobre a resposta imune dos hospedeiros
animais as infecgdes por U. diversum. Também poucos estudos existem quanto ao papel
das moléculas de superficie e seu potencial antigénico nestas bactérias. Embora estudos
clinicos tenham relatado a associacdo entre afeccOes perinatais e infeccdo por
ureaplasmas, principalmente em humanos, os fatores de viruléncia de Ureaplasma spp.
associados a problemas na gestacdo ainda ndo séo claros. Por ser o primeiro genoma
completo sequenciado no grupo de U. diversum, este serviu como um bom
complemento para o estudo da evolugdo dos Mollicutes (MARQUES et al., 2016). Os
estudos de sequenciamento de genes especificos ou do genoma completo revelam
processos importantes, como a ocorréncia de grandes rearranjos genéticos. Durante sua
co-evolugdo com os seres humanos, os ureaplasmas aparentemente alcancaram uma
coexisténcia bem-sucedida, com altos niveis populacionais levando-se em consideragédo
seus limitados recursos gendmicos. Para tanto, precisaram reduzir algumas
caracteristicas da sua viruléncia, como a perda de grande parte da cépsula (sintetizada
pela enzima glicosiltransferase) e 0 mimetismo de outras moléculas de superficie —
tornando-se menos agressivos — e passando a utilizar um residuo produzido pelo
hospedeiro (uréia) como fonte de energia. Esta relagdo parasitaria ou simbidtica
contribui para a controvérsia associada ao estudo da infec¢do por ureaplasmas humanos
(RAZIN et al., 1998; KONG e GILBERT, 2004).

No presente estudo, o gene UD216 ndo foi amplificado em todos os isolados
avaliados. Provavelmente havia alteracbes no local de insercdo dos primers que
impediram a amplificacdo destes genes em alguns isolados. Outra possibilidade, pela
associacdo dos resultados do alinhamento génico deste estudo, é de que os resultados
negativos podem relacionar-se ao fato de que as sequencias codificantes destes genes
podem variar de acordo com as condi¢cdes ambientais ou devido a pressdo seletiva da
resposta imune do hospedeiro. Lairson e colaboradores (2008) descrevem que algumas
espécies de micoplasmas, que sdo organismos que sofreram perda macica de genes
durante a evolucdo degenerativa e se tornaram simbiontes ou parasitas obrigatorios.
Estes parecem ter nenhum ou poucos genes de glicosiltransferase detectaveis. Contudo,
apos andlises in silico de genes de Mycoplasma mycoides Subsp. mycoides (Mmm)
potencialmente envolvidos na biossintese de polissacarideos, Bertin e colaboradores
(2013) propuseram vias candidatas que poderiam explicar a producdo alternativa do

polissacarideo capsular. Outros dados gendmicos comparativos mostraram que varios
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genes envolvidos na biossintese de polissacarideos tém sido horizontalmente
transferidos entre membros do cluster M. mycoides e outras espécies de micoplasma,
como M. agalactiae (BERTIN et al., 2015; SIRAND-PUGNET et al., 2007). Analises
in silico em M. agalactiae para reconstruir as vias biossintéticas correspondentes a
secrecdo do polissacarideo capsular demonstraram que esta é regulada pela alta
frequencia de variacdo de fase (GAURIVAUD et al., 2016).

O genoma de Mycoplasma mycoides subsp. mycoidesSC (MmymySC) contém
dois grupos de genes envolvidos na sintese da cdpsula. A redundancia desses genes
pode permitir que este microrganismo produza quantidade relativamente elevada de
capsula e, desse modo, aumente a viruléncia do organismo e reduza o risco de
fagocitose pelas células hospedeiras. Também pode ser uma maneira de variar a
composicdo da capsula, a fim de escapar da resposta imune do hospedeiro
(WESTBERG et al., 2004). Em M. pneumoniae foram identificadas trés
glicosiltransferases (GTs), potencialmente envolvidas na producdo dos glicolipidios,
mas as funcbes destas sdo pouco conhecidas (KLEMENT et al.,, 2007). Em M.
capricolum subsp. capripneumoniae, 0 sequenciamento evidenciou a presenca de
apenas um cluster envolvido na sintese da capsula e contendo genes para
glicosiltransferase (CHEN et al.,, 2017). Devido ao papel fundamental dos
glicoglicerolipidios na estabilidade da membrana em micoplasmas e ao fato de que
essas estruturas lipidicas estdo ausentes nos hospedeiros animais de infec¢es por
micoplasma, supde-se que as glicosiltransferases envolvidas em sua biossintese sejam
alvos potenciais para a descoberta de drogas (ANDRES et al., 2011).

O sequenciamento do gene codificador de glicosiltransferase nos isolados de U.
diversum evidenciou similaridade mas com a deteccdo de alguns polimorfismos. O
alinhamento das sequencias dos isolados evidenciou outros rearranjos génicos, regides
que foram deletadas, e algumas regiGes que foram inseridas e sdo novas para U.
diversum, quando comparadas com a cepa ATCC 49782 (MARQUES et al., 2016). A
analise da distribuicdo intra-especifica do gene da glicosiltransferase pelo
sequenciamento de diferentes isolados apresentam informacgdes adicionais para
compreender melhor a sua relagdo. A proximidade filogenética entre os isolados
permitiu a formacdo de grupos com alta confiabilidade (maior que 98%) enquanto
algumas amostras demonstraram baixa proximidade génica e ndo se agruparam, ou a

proximidade genética entre elas ndo era tdo alta (menor que 98%). Esses resultados sdo
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semelhantes aos identificados por Marques (2009) a partir do sequenciamento parcial do
gene 16S de U. diversum.

Em micoplasmas, poucos estudos sdo feitos comparando as sequencias de
glicosiltransferase das cepas de referencia em relacdo a isolados clinicos, além de que
em ureaplasmas a enzima glicosiltransferase ainda ndo € bem caracterizada
molecularmente e antigenicamente. As glicosiltransferases sdo as enzimas responsaveis
pela iniciacdo e alongamento das cadeias de glicano, a medida que transferem o0s
residuos de acUcar ativados para o aceptor apropriado (LAIRSON et al., 2008). Estas
enzimas podem estar associadas com a biossintese da membrana lipidica ou da capsula
polissacaridica ou de lipoglicano em micoplasmas.

Os ureaplasmas humanos possuem céapsula ou exopolissacarideo, que contém
residuos glicosilados (KONG e GILBERT, 2004). Nos ureaplasmas humanos, o gene
epsG codifica a glicosiltransferase, que estd envolvida na biossintese do
exopolissacarideo. Nao existe um cluster de genes especifico para esta funcdo no
genoma de ureaplasmas humanos (KONG e GILBERT, 2004). Desta maneira,
novamente reforca-se o conceito de “evolu¢do degenerada ou reversa” também noS
ureaplasmas humanos das bactérias gram-positivas (RAZIN et al.,, 1998). Em
Mycoplasma spp., ap6s andlises por sequenciamento, foi observada a presenga de
glicosiltransferases da familia GT2 em mais de 18 espécies diferentes (KLEMENT et
al., 2007). Demonstrou-se que as enzimas GT2 sdo as glicosiltransferases mais comuns
em micoplasmas patogénicos e sdo codificadas por genes essenciais, como demonstrado
pela inativacdo deste gene em Mycoplasma genitallium (ANDRES et al., 2011).

Estudos comparativos com ureaplasmas humanos entre os genomas completos
de U. urealyticum e U. parvum, avaliaram os padrdes de evolucdo e adaptacdo. A
comparagdo génica permite analisar se existe ou ndo fluxo génico entre as diferentes
cepas ou qual o status de conservacdo desses genes dentro da espécie (KONG e
GILBERT, 2004, PARALANOV et al., 2012; PARALANOV, 2014). Em outro estudo,
realizado por Kong e Gilbert (2004) verificou-se a heterogeneidade genbmica
intraespécie, e que esta € muito menor do que entre espécies. As unidades repetitivas
dos principais antigenos de superficie de ureaplasmas humanos tém maultiplos formatos,
localizando-se na superficie e reconhecidas pelo hospedeiro. A mudanca de padrdo de
repeticdo permite que evitem a resposta imune (KONG e GILBERT, 2004, ROBINSON
etal., 2013; ABOKLAISH et al., 2016).
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A troca de fase de genes que expressam antigenos proteicos de superficie de
membrana é comum no género Mycoplasma (YOGEV et al., 2002; CITTI et al., 2010).
Esta estratégia microbiana é importante para adaptacdo ao hospedeiro e evasdo de
respostas imunes, garantindo a manutencdo da diversidade em uma populacdo em
colonizacdo. Em ureaplasma, estudos com Ureaplasma urealyticum e U. parvum,
espécies colonizadoras em humanos, caracterizaram alguns fatores envolvidos. Estes
possuem pelo menos dois conjuntos de genes que usam a inversao cromossomica para
alterar sua expressdo de antigenos de superficie. As infeccGes por ureaplasma em
humanos, em geral, sdo assintomaticas. Desta maneira, &€ necessario elucidar o papel que
a variacdo antigénica desempenha na resposta imune do hospedeiro e como
correlaciona-se com a sua patogenicidade (ZIMMERMAN et al., 2011).

As proteinas de superficie ou secretadas ou lipoproteinas precisam ser melhor
estudadas e caracterizadas uma vez que sdo candidatas para o desenvolvimento de
vacinas ou desenvolvimento de novas ferramentas de diagndstico. Tal importancia se
da, pois, seus antigenos microbianos sdo mais facilmente acessiveis para os anticorpos e
componentes do sistema imune. As glicosiltransferases constituem um dos maiores
fatores de viruléncia para S. mutans. Atuam produzindo biofilmes mediando a ligacéo
da sacarose a superficie dos dentes durante a formacdo da céarie. Devido a sua
localizacdo na superficie celular, sdo um alvo interessante para o desenvolvimento de
vacinas eficientes, uma vez que o seu bloqueio pode reduzir a viruléncia do
microrganismo. E uma estratégia interessante para inibir a viruléncia de bactérias
cariogénicas, pois nao precisam ser eliminadas da comunidade microbiana bucal,
representando uma abordagem de grande potencial para prevenir a cérie dentaria (GUO
et al., 2004; HOSHINO et al., 2011; REN et al., 2016).

Durante uma infec¢do, o reconhecimento de segmentos especificos dos
antigenos do agente infeccioso (epitopos), promove a ligacdo as células de defesa e
efetivam a resposta imune protetora. Os epitopos sdo regides que se ligam a receptores
de membrana em linfécitos especificos ao antigeno ou anticorpos secretados
(CHAUDHURI et al., 2014) e constituem a unidade imune minima suficiente para
provocar a resposta imune humoral (SUN et al., 2013). Estes epitopos podem ser
lineares ou conformacionais, sendo os Ultimos em maior quantidade (JESPERSEN et
al., 2017). Apesar de ndo serem previstas como antigénicas pelo preditor VaxiJen, as
demais predic¢des indicaram que todas as sequencias do gene UD216 avaliadas possuem

epitopos conformacionais e lineares para linfécitos B. Esta caracterizagdo indica que
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essas moléculas podem estimular o desenvolvimento da resposta imune humoral,
considerando que Ureaplasma diversum pode colonizar o ambiente intracelular
(BUZINHANI et al., 2011; HOBSON et al., 2013; AMORIM et al., 2014). Os antigenos
podem ser processados e apresentados via MHCI, ativando uma resposta imune celular.
Além da predicdo de propriedades imunobioldgicas, a observacdo de propriedades
favoraveis a expressao em sistema heterélogo, pode contribuir para produgdo em larga
escala de um possivel alvo bioldgico. Neste estudo, o peso molecular médio das
sequencias avaliadas foi de 36,0 kDa, valor bem tolerado na expressdao em E. coli
(SORENSEN et al., 2005; ADRIO e DEMAIN, 2010; CHANG et al., 2014). Os
resultados obtidos também mostraram que as sequencias possuem indice de
instabilidade abaixo de 40, sendo consideradas estaveis (GASTEIGER et al., 2005).
Todas as sequencias eram GRAVY negativas, 0 que as caracteriza como hidrofilicas,
possibilitando o aumento da sua solubilidade (VANDAHL et al., 2005). Apesar disso,
as predices em Solpro e proteinSol indicaram as sequencias como insoluveis,
corroborando com os resultados de TMHMM sobre a auséncia de algas transmembrana,
regibes que reduzem a solubilidade (KALL et al., 2004), aumentando as etapas de
purificacdo proteica (SINGH e PANDA, 2005).

No presente estudo, a ligacdo de epitopos para alelos bovinos de MHCI foram
previstas em todas as sequencias, com conexfes maiores que o0 antigeno Tp2 de
Theileria parva em todos os alelos estudados, com excecdo do alelo BoLA-6*04101. O
antigeno Tp2 é reconhecido por estimular CD8 + Células T durante a infeccdo bovina
por T. parva (PELLE et al., 2011). Os alelos estudados representam espécies de gado
destinadas a diferentes setores da pecuaria - producdo de carne e leite (SARTORI et al.,
2016). Cinco alelos que representam touros Bos taurus (BoLA-6 * 01301, BoLA-2 *
01201, BoLA-3 * 00201, BoLA-1 * 02301 e BoLA-6 * 04101), dois alelos
representando gado Bos taurus indicus (BoLA - T5, BoLA-3 * 00101) e um alelo
(BoLA-T2C) pertence a um hibrido (HANSEN et al., 2014). Nossos resultados revelam
que a interacdo com alelos MHCI de espécies de bovinos destinados a diferentes
atividades na pecuéria podem refletir na ativacdo da resposta imune nesses animais
(VLASOVA e SAIF, 2021). A identificacdo de epitopos de células B é importante para
aplicagdes em imunodeteccdo e imunoterapia, com o desenvolvimento de novas
terapias, vacinas e testes de diagnostico. A presenca de marcadores especificos capazes
de direcionar peptideos heter6logos para o meio extracelular em um sistema de

expressdo também contribui para as etapas subsequentes na producdo de proteinas
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recombinantes (CHAUDHRY et al., 2005; ADRIO e DEMAIN, 2010; ROSANO e
CECCARELLI, 2014). Aqui, mostramos baixa probabilidade de peptideo sinal em todas
as 36 sequencias estudadas, para os sitios de clivagem sec/SPI, Tat/SPI, sec/SPII, ndo
sendo exportadas para o0 meio extracelular por E. coli. A presenca de peptideo sinal para
uma via secretora classica ou marcadores de secrecdo por via nao classica facilitaria o
transporte e secre¢do para o compartimento extracelular. Isso simplificaria os processos
de purificacdo, protegendo as proteinas heterdlogas da prote6lise, diminuindo os niveis
de endotoxina e melhorando a atividade biologica e solubilidade (MOHAMMADI et al.,
2019).

Proteinas bacterianas com propriedades favoraveis para estimular a resposta
imune, clonagem e expressdo em um sistema heter6logo sdo alvos desejaveis para a
biotecnologia (CHAUDHRY et al., 2005). Neste estudo, as analises de bioinformética
mostraram que as sequencias de glicosiltransferase avaliadas possuem algumas
caracteristicas que dificultam a expressdo em E. coli como um sistema heterdlogo para
aplicacBes imunobioldgicas. Tal fato ndo as descarta como alvos para estudos de
finalidades biotecnoldgicas ou expressdao em um sistema heterélogo diferente de E. coli
(KAUR et al., 2018). Além disso, ha a possibilidade de utilizar estratégias como a fusdo
com proteinas (tag) que melhoram solubilidade, reduzir a temperatura de crescimento,
uso de promotores e uso de baixas concentracdes de indutor (SORENSEN et al., 2005).
Portanto, a inclusdo de etapas de planejamento e predicdo prévias a expressdo de
proteinas pode reduzir os custos, além de fornecer uma previsdo tedrica para testes
laboratoriais.

Ao observar a constituicdo de agucares do polissacarideo extraido das diferentes
cepas de U. diversum, nota-se variabilidade entre elas. Testamos apenas um
representante de cada grupo formado pela filogenia, dificultando a observacdo da
influencia de pequenas variagfes genéticas na composicdo de acucares. Contudo, ndo
houve influencia da localizacdo de origem das amostras na composi¢do de aglcares. Os
dados da literatura corroboram com o presente estudo na composicdo de acglcares que
variou em diversidade e quantidade entre os isolados de ureaplasma estudados. Em
estudo realizado com M. pulmonis, nenhum acucar diferente de glicose e galactose foi
detectado no exopolissacarideo purificado (DAUBENSPECK et al., 2009). Em outra
investigacdo, foram avaliadas as diferencas entre os agUcares presentes nas fragdes de
polissacarideos em 11 espécies de micoplasma (Mycoplasma pulmonis, M. arthritidis,

M. pneumoniae, M. gallisepticum, M. hominis, M. mycoides, M. capricolum, M.
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hyorhinis, M. arginini, M. fermentans e Acholeplasma laidlawii). Observou que, dentre
0s quatro agucares avaliados, a glicose foi predominante e a ramnose em menor
quantidade. Apenas M. arthritidis, M. capricolum e A. laidlawii possuiam apenas dois
tipos de actcar (DAUBENSPECK, 2009).

Uma cadeia polissacaridica consiste em um numero relativamente pequeno de
moléculas de aglUcar. O polimero pode ser biossintetizado de diferentes maneiras.
Algumas vias envolvem enzimas agucar-especificas para sintetizar o polissacarideo, e a
combinacdo especifica dessas enzimas determina a estrutura do acuUcar. Existe
similaridade entre loci genéticos que sintetizam cadeias de polissacarideos em regides
altamente varidveis, em que a sequencia do polimero esta localizada no meio do locus, e
é cercada por genes conservados que geralmente tém funcgdes no transporte, montagem,
exportacdo ou sintese de acucares (YAKOVLIEVA e WALVOORT, 2020;
MOSTOWY e HOLT, 2018). Embora a sequéncia de genes localizados no locus de
biossintese do polissacarideo seja altamente preditiva para o polissacarideo expresso, as
sequencias genéticas nem sempre correlacionam fielmente ao fenotipo. As mutacdes
genéticas dentro desses genes podem alterar a especificidade das enzimas codificadas
por eles, alterando assim ligacGes bioquimicas e produzindo um novo sorotipo. Além
disso, genes adicionais localizados fora do locus de sintese podem influenciar ou
direcionar a estrutura final do aglcar. Existe uma lacuna crescente entre a diversidade
determinada sorologicamente e a diversidade determinada geneticamente. Assim, a
caracterizacdo bioquimica de antigenos polissacaridicos permanece importante, e a
compreensdo da relacdo complexa entre genétipo e fendtipo nos antigenos
polissacaridicos continuam sendo um dos grandes desafios (MANTUANO et al., 2020;
ALJOHANI et al., 2019; WEYANT et al., 2018).

Ensaios de ELISA mostraram que nem todos os polissacarideos inoculados em
camundongos induziram a producdo de anticorpos. Apenas as amostras ATCC 49782,
GOTA e 805 provocaram picos significativos ap6s a inoculacdo do polissacarideo.
Semelhantemente, estas amostras possuem apenas 0S acUcares arabinose, Xilose,
manose, galactose e glicose na sua composicdo. Daubenspeck e colaboradores (2009)
realizaram estudo com mutantes deficientes em EPS e demonstraram que em M.
pulmonis o exopolissacarideo ndo foi necessario para colonizagdo em camundongos. Os
eventos genéticos que promovem a diversidade de locais de ligacdo de anticorpos, a
variedade de combinagdes possiveis, as modificagbes posteriores e a flexibilidade de

muitos carboidratos, requerem variacdo de estratégias em seu reconhecimento pelos
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anticorpos (HAJI-GHASSEMI et al., 2015). As individualidades imunologicas entre os
camundongos também poderiam interferir nessa resposta. Porém, em estudo da resposta
de anticorpos anti-carboidratos em camundongos Balb/c ndo houve homogeneidade na
resposta de anticorpos a diferentes carboidratos entre animais geneticamente idénticos.
Demonstraram que os anticorpos naturais (NAbs) do soro de camundongos BALB/c
interagiram com 17% dos glicanos de uma biblioteca de 419 estruturas diferentes de
carboidratos. No entanto, apenas sete desses glicanos foram reconhecidos pelo soro dos
animais, e outros cinco glicanos por pelo menos 80% dos camundongos (BELLO-GIL
etal., 2017).

A maioria dos polissacarideos sdo classicamente considerados antigenos
independentes de células T, que ndo induzem a ativacdo de células T auxiliares para
estimular a troca de classe de Ig em células B ou memoria imunolégica (CRESS et al.,
2014). Polissacarideos bacterianos sdo fracamente imunogénicos e independentes de
células T. Provavelmente a auséncia de linfoproliferacdo na presenca de nenhum dos
polissacarideos testados deve-se a este fator. Em ensaios visando o desenvolvimento de
vacinas com moléculas semelhantes a estas, os polissacarideos sdo acoplados a
carreadores de proteinas para induzir células T, anticorpos IgG e células B de memoria
(HSIEH e ALLEN, 2020). A manose e galactose sdo pouco imunogénicas, constituindo
um bom alvo para o direcionamento de vacinas. O sistema imunoldgico desempenha
papel critico na prevencdo, eliminacdo e resolucdo em uma infec¢do, mas as respostas
imunoldgicas exacerbadas podem contribuir para sintomas deletérios e mortalidade.
Especificamente nesses casos, para direcionar os carboidratos aos receptores adequados,
é necessario liga-los a proteinas e peptideos. Podem ndo apenas se ligar aos seus
receptores e ser apresentados por MHC classe Il e I, mas também podem induzir a
maturacdo de células dendriticas para células apresentadoras de antigenos profissionais
e estimular linfocitos T citotdxicos e secre¢do de citocinas como IFN-gama. Isto sugere
que no desenvolvimento de novas vacinas, por¢oes de carboidratos podem ser Gteis na
ativacdo de células imunes e a promocdo das respostas imunes inflamatorias
(ALJOHANI et al., 2019).

Ademais, vacinas glicoconjugadas, como para S. pneumoniae, H. influenzae e N.
meningitidis, que sdo produzidas com polissacarideos pouco imunogénicos ligados
covalentemente a proteinas transportadoras (epitopos de células T), exibem alta
eficiéncia, apesar do alto custo. Além disso, estas vacinas de glicoconjugados sédo

capazes de proteger contra sorotipos especificos, mas a emergéncia de sorotipos nao
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vacinais de S. pneumoniae e N. meningitidis demonstram a necessidade de atualizagdes
para inclusdo de sorotipos (METTU et al., 2020). O mesmo processo é usado em
vacinas glicoconjugadas para terapias contra o cancer, onde as moléculas sdo ligadas a
proteinas transportadoras para induzir a resposta imune mediada por células T, sendo
que diferentes proteinas transportadoras resultam em diferentes respostas (SUN et al.,
2016; COLOMBO et al., 2018).

Neste estudo, os resultados evidenciaram discreta resposta inflamatoria durante a
exposicdo experimental aos polissacarideos de U. diversum em macrofagos bovinos. A
producdo da citocina pro-inflamatéria TNF-o. foi induzida na presenca dos diferentes
polissacarideos de isolados de U. diversum. A capacidade dos Mollicutes promoverem a
secrecdo de citocinas ja é conhecida. O estimulo de citocinas inflamatérias como I1L-1p,
TNF-a ¢ IL-6, foi relatado em diferentes espécies de ureaplasmas e micoplasmas, como
por U. diversum (SANTOS-JUNIOR et al., 2018; MARQUES et al., 2016; SILVA et
al., 2016; CHELMONSKA-SOYTA et al., 1994), U. urealyticum (CROUSE et al.,
2012; LI et al., 2000a; LI et al., 2000b), M. fermentans (GARCIA et al., 1998), M.
hyorhinis (HEIDEGGER et al., 2015), M. bovis (WANG et al., 2016; ZBINDEN et al.,
2015), M. hyopneumoniae (DAMTE et al.,, 2015), M. mycoides subsp. Mycoides
(STERNER-KOCK et al., 2016). A auséncia de resposta inflamatdria exacerbada pode
significar uma atividade protetora dos polissacarideos capsulares, como demonstrado
que em bactérias comensais e patogénicas que modulam o sistema imune inato e
adaptativo na microbiota intestinal do hospedeiro (HSIEH e ALLEN, 2020). Neres-
Junior e colaboradores (2018) demonstraram que a exposicao de macréfagos bovinos a
diferentes cepas de U. diversum levava ao aumento da expressdo de IL-1B ¢ TNF-a,
além do reconhecimento pelo TLR2. Isso sugere que apenas o polissacrideo capsular
ndo seja capaz de promover resposta imune intensa no hospedeiro. Alguns estudos
descrevem que as respostas inflamatorias com as demais respostas imunes do
hospedeiro podem provocar manifestagBes clinicas resultantes de danos celulares
(AMORIM et al., 2014). O sinergismo entre moléculas de superficie e a producdo de
citocinas pré-inflamatorias sugere que as lipoproteinas e constituintes lipidicos de
micoplasmas ativam os macrofagos por diferentes mecanismos (BROWNING et al.,
2011). As etapas iniciais de interacdo entre os macrofagos e as moléculas de superficie
sdo diferentes, mas as vias de traducdo dos sinais intracelulares parecem ser
semelhantes, na maioria das vezes envolvendo o TLR2 (RAZIN, YOGEV e NAOT,
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1998; ROMAN-ROMAN e RAWADI, 1996; USHIDA et al., 2013; WANG et al.,
2016).

Com o reconhecimento especifico de moléculas dos micro-organismos, 0s
TLR’s ativam fatores de transcri¢do, induzem a liberagdo de citocinas e expressdao de
moléculas co-estimulatdrias, preparando as células para a ativacdo e expansao de células
antigeno-especificas (XIA et al., 2021; JUAREZ et al, 2010; HANKE e KIELIAN,
2011; KAWAI e AKIRA, 2011). No presente estudo, verificou-se que apenas a
presenca do polissacarideo capsular ndo promove o reconhecimento pelos TLR2 e 4 por
nenhuma das amostras estudadas. Em estudo anterior, o estimulo foi dependente da
quantidade de ureaplasmas inoculados na cultura celular, e nas maiores concentragdes
da cepa ATCC 49782 que também ativaram TLR4 (NERES-JUNIOR et al., 2018). A
literatura demonstra que o TLR2 tem sido considerado o principal receptor para a
resposta imune aos Mollicutes (SILWEDEL et al., 2019; BROWNING et al., 2011). Um
estudo realizado pela infeccdo de macréfagos com U. urealyticum, demonstrou a
ativacdo de TLR2 e TLR4 (PELTIER et al, 2007). O complexo TLR2-TLR6 também
foi verificado por desempenhar importante papel no mecanismo de patogenicidade dos
micoplasmas através das suas lipoproteinas diaciladas (UCHIDA et al., 2013). No
entanto, o papel de TLR2 ainda ndo é bem elucidado. Love et al. (2010) realizaram
estudo com infecgdo de células HEK TLR-transfectadas e camundongos TLR2 nocaute
infectados por M. pulmonis. Observaram que apds a infec¢éo, os niveis de M. pulmonis
nos pulmdes dos camundongos foram elevados e houve producdo de citocinas,
indicando que mecanismos independentes de TLR 2 também podem estar envolvidos na
resposta imune do hospedeiro. Outro estudo utilizando as linhagens A2EN e ShEN101,
de células endocervicais humanas, infectadas com M. genitalium também evidenciou a
secrec¢do de citocinas inflamatorias e estimulo de TLR3 (MCGOWIN et al., 2012).

Os resultados do presente estudo demonstram que, apesar de ndo haver aumento
da expressdao génica de INOS ap6s a exposicdo experimental, os polissacarideos
capsulares de U. diversum induziram a secrec¢do de nitrito pelos macrofagos bovinos.
Tal habilidade ndo foi dose dependente. O mesmo foi observado durante a infecgéo
experimental por U. urealyticum em sémen humano (QUIAN et al.,, 2016) e em
macrofagos murinos (CROUSE et al., 1998). Ureaplasma parvum promoveu a secre¢ao
de iINOS em macrofagos peritoneais murinos experimentalmente infectados (UCHIDA
et al., 2013). A expressdo da iINOS € o resultado da resposta inflamatdria localizada ou

difusa resultante da infecgdo ou dano tecidual. A isoforma Il ou 6xido nitrico-sintase
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induzida (iNOS) pode ser ativada por citocinas e lipopolissacarideos ou endotoxinas
bacterianas, juntamente com citocinas, como TNF-a, IL-1p ou IFN-y. A inducdo da
sintese de iINOS, pode ocorrer de 2 a 4 horas ap0s a exposi¢do ao agente. O Oxido
nitrico pode ser formado na parede vascular pela INOS. A quantidade de NO produzida
pode determinar sua protecdo ou toxicidade. Embora pequenas quantidades sejam
necessarias para a homeostasia, grandes quantidades, como aquelas produzidas na
ativacdo da iNOS sdo citotoxicas. Porém, a producdo de grandes quantidades de NO
pode ser importante na defesa contra invasores celulares (CINELLI et al., 2020; XUE et
al., 2018).

Em estudo anterior, observou-se que a infec¢do por micoplasma induz estresse
oxidativo e danos ao DNA por oxidagdo, apesar de ainda ndo se conhecer 0s
mecanismos desta resposta (JI et al., 2019). Mycoplasma pneumoniae também pode
induzir a producdo de espécies reativas de oxigénio apés a infeccdo (BENEDETTI et
al., 2020). Assim, quando a resposta inflamatéria é parte da resposta adaptativa (isto é,
infecgdo ou sepse), a expressdo de iNOS é benéfica. Quando a expressdo da iNOS é
parte da inflamacdo exacerbada, a expressdo de INOS pode ser nociva. Do lado
benéfico, a expressdao da iINOS resulta em inibicdo do crescimento de patdgenos
microbianos. A inducdo do iINOS de alto rendimento geralmente ocorre em ambiente
oxidativo e, portanto, altos niveis de NO tém a oportunidade de reagir com superoxido,
prduzindo peroxinitrito e toxicidade celular. Essas propriedades podem definir os papéis
da iNOS na imunidade do hospedeiro, permitindo sua participacdo em atividades
antimicrobianas e antitumorais como parte da resposta oxidativa dos macrdfagos (M.
bovis pode escapar da acdo do sistema imunolégico do hospedeiro evitando a fagocitose
e inibindo a proliferacdo de neutrofilos e a secrecdo de oxido nitrico (NO) e o6xido
nitrico sintase induzivel (iINOS), induzindo mondcitos a produzirem fatores anti-
inflamatorios, Assim, ocorre a apoptose de células mononucleares do sangue periférico
(PBMCs), inibindo sua resposta proliferativa e resultando em sua invaséo. Estas
condicdes levam a infeccéo cronica por M. bovis (ASKAR et al., 2021).

Os polissacarideos bacterianos geralmente ndo geram uma forte resposta
imunoldgica, mas sua ligacdo a uma proteina transportadora pode aumentar
significativamente  sua  antigenicidade.  Carboidratos  puros, especialmente
polissacarideos, normalmente ativam células B, levando a producéo de anticorpos (IgM)
com baixa afinidade e de curta duracdo. Em contraste, os antigenos proteicos ativam

sinais adicionais, facilitando a mudanca de classe de anticorpos para IgGs de maior
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afinidade e longa duracdo. Consequentemente, os anticorpos produzidos a partir de
carboidratos e proteinas sdo geralmente classificados como de células T independentes e
de células T dependentes, respectivamente (salvo exce¢des). O uso de pequenos
peptideos como componentes antigénicos de vacinas tem sido prejudicado pela baixa
imunogenicidade, desempenho, baixa biodisponibilidade e uso de adjuvantes.
Curiosamente, quando as duas biomoléculas estdo covalentemente ligadas para formar
um conjugado, o componente de proteina pode desencadear a ajuda de células T para
células B anti-carboidratos, produzindo IgGs anti-carboidratos. Este é o principio das
vacinas de glicoconjugado, amplamente utilizado para melhorar as respostas
imunoldgicas contra antigenos de carboidratos sendo fundamental para a protecdo do
sistema imunoldgico imaturo de criangas pequenas (MANTUANO et al., 2020;
WEYANT et al., 2018; SNAPPER e MOND, 1996).

Compreender quais fungdes a capsula desempenha em diferentes cepas é
fundamental para identificacdo dos tipos de polissacarideos que representam 0s
melhores alvos para novas vacinas ou para o desenvolvimento de antimicrobianos e
testes de diagnostico. Embora a capsula represente um importante fator de viruléncia de
U. diversum, existem dados limitados disponiveis sobre as suas diferentes funcdes no
estabelecimento de infeccOes. Para desenvolver vacinas eficazes e terapias direcionadas
ao CPS, devemos primeiro obter uma compreensdo abrangente dos mecanismos
envolvidos em sua sintese e expressdo. Esta pesquisa precisa ser abordada no contexto
da variacdo entre 0s sorotipos encontrados em U. diversum, para garantir que as
intervencdes potenciais funcionem contra as cepas que produzem diversas estruturas.
Mais estudos sobre o polissacarideo capsular sdo necessarios para fornecer uma base de
dados para o desenvolvimento de medidas preventivas e de tratamentos contra este

patdgeno bovino persistente e que causa tantos prejuizos.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

* As analises de bioinformatica das sequencias do gene da glicosiltransferase
Ureaplasma diversum demonstraram que a sequencia ndo possui caracteristicas de
antigenicidade mas a sua capacidade de ligacdo a alelos de MHCI pode ser relevante
para aplicacdes de imunodeteccdo e imunoterapia.

« As sequencias do gene da glicosiltransferase e a composi¢do do polissacarideo
capsular dos isolados de Ureaplasma diversum possuem variagdes que podem
relacionar com mecanismos de variacao antigénica e de escape a resposta imune.

* Em camundongos, nem todos os polissacarideos capsulares dos isolados de
Ureaplasma diversum geraram respostas de anticorpos, evidenciando as
individualidades imunoldgicas e possiveis variagdes de estratégias em seu
reconhecimento por anticorpos.

» O polissacarideo capsular de Ureaplasma diversum pode promover uma resposta
inflamatoria discreta, com a secrecdo de citocinas pré-inflamatorias como TNF-a, em
macrdéfagos bovinos. Este pode ser um mecanismo relacionado aos danos provocados
pela infeccdo ou participacdo de uma modulacdo imune que permita a persisténcia
intracelular da espécie.

« O reconhecimento do polissacarideo capsular isolado de Ureaplasma diversum nédo
ativou TLR2 nem TLR4 em macrofagos bovinos. Isso sugere que apenas o
polissacrideo capsular ndo seja capaz de promover resposta imune intensa no
hospedeiro e modulacdo da resposta imune.

« A secrecdo de nitrito foi estimulada em macrofagos bovinos na presenca do
polissacarideo capsular de Ureaplasma diversum, mas ndo houve correlacdo com a
expressao génica de iNOS, o que esta de acordo com o perfil de resposta inflamatéria
associado.

« Ureaplasma diversum invade blastocistos bovinos, sem causar efeitos citopaticos,
demonstrando que, como consequéncia dessa invasdo, este micro-organismo pode
persistir infectando tais células, impedindo a implantacdo embrionaria ou causando

danos futuros ao feto.
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