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RESUMO 

REZENDE, I. S. Análise da variabilidade genética e imunoinformática da 

glicosiltransferase de Ureaplasma diversum e sua relação com a constituição, 

antigenicidade e imunogenicidade do polissacarídeo capsular. 2021. 106 f. Tese 

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

Paulo, São Paulo, 2021. 

A economia do setor agro-industrial está diretamente relacionada à saúde dos rebanhos. 

A ocorrência de infertilidade, pode ser causada por micoplasmas e ureaplasmas, e pode 

levar a prejuízos. Ureaplasma diversum pode causar infecções e ativar a resposta imune 

e ativação de TLR’s (Toll Like Receptors), bem como maturação de citocinas pró-

inflamatórias. O recente sequenciamento do genoma de Ureaplasma diversum, permitiu 

aprimorar a compreensão da biologia molecular destas infecções e ampliar as 

possibilidades de desenvolvimento de novas alternativas diagnósticas e de prevenção. O 

objetivo deste estudo é avaliar a variabilidade genética e imunoinformática do gene da 

glicosiltransferase de U. diversum e sua relação com a constituição e antigenicidade e 

imunogenicidade do polissacarídeo capsular. Para tanto foi utilizada a cepa de 

referência de U. diversum ATCC 49782 e 52 isolados de swab vulvovaginal de bovinos. 

Foi realizada PCR para identificação do gene UD216, codificador da glicosiltransferase. 

Os amplicons foram sequenciados e construída uma árvore filogenética. As sequencias 

foram analisadas por meio de técnicas de bioinformática para predição de 

antigenicidade e características para expressão heteróloga. As análises de imuno e 

antigenicidade foram realizadas com cultura de PBMC bovinos. O ensaio de 

linfoproliferação foi feito por CFSE. Camundongos Balb/c foram usados para a 

produção de anticorpos policlonais. Foi avaliada a expressão gênica por qPCR de IL-1β, 

TNF-α, TLR2, TLR4 e iNOS. O nitrito foi dosado pelo método de Griess. Após a 

realização de PCR dos 52 isolados de U. diversum, 69% (n=36) foram positivas para o 

gene UD216, distribuidas nos diferentes estados brasileiros de coleta. Com o 

sequenciamento, as amostras formaram grupos de acordo com a proximidade gênica 

entre elas, compreendendo amostras coletadas em um mesmo lugar. As predições por 

bioinformática informaram que a sequência codificante do gene UD216 não possui 

características de antigenicidade mas tem capacidade de ligação a alelos de MHCI. As 

variações na sequencia e na composição de açúcares podem relacionar com mecanismos 

de variação antigênica e de escape a resposta imune. A presença do polissacarídeo 

capsular não induziu proliferação linfocitária em PBMC bovinos nem anticorpos 

específicos em camundongos. A expressão gênica de marcadores inflamatórios foi 

discreta, mas houve o aumento do nitrito nas culturas após a exposição ao CPS. Com os 

resultados obtidos será possível fomentar a discussão da importância e relevância do 

polissacarídeo capsular nas infecções por U. diversum, na reprodução e bovinocultura 

no cenário brasileiro e dar base para o desenvolvimento de ensaios diagnósticos e 

terapias mais eficientes.  

 

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

Bioinformática. 



 

 

 

 

 

ABSTRACT 

REZENDE, I. 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 Ciências Biomédicas, 

Universidade de São Paulo, São 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 qPCR of IL-1β, TNF-α, 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 INTRODUÇÃO 

 

Ureaplasma diversum originalmente foi definido como espécie não-patogênica 

(KREPLIN, 1987; MARQUES et al, 2010). No entanto, foi demonstrado como 

patógeno oportunista, por causar danos extensos em bovinos, principalmente no trato 

genital. Em touros, pode causar baixa motilidade espermática, vesiculite seminal e 

epididimite (MULIRA et al, 1992; MARQUES et al, 2015). Em vacas, causa grave 

inflamação no sistema reprodutivo, podendo interferir na reprodução. A invasão celular 

por U. diversum causaria a ativação de receptores de resposta inflamatória provocando o 

prolongamento da biossíntese de prostaglandina. Todos os elementos associados no 

ambiente uterino causariam a impossibilidade de ovulação. Apesar disso, a maneira 

como este micro-organismo exerce sua virulência e patogenicidade em bovinos ainda é 

pouco conhecida (MARQUES et al., 2010). 

A resposta imune dos hospedeiros às infecções por U. diversum também é pouco 

descrita, incluindo-se o papel das proteínas de superfície e seu potencial antigênico 

nestas bactérias (SANTOS-JUNIOR, 2021). Embora estudos clínicos tenham relatado 

uma associação entre afecções perinatais e infecção por ureaplasmas, principalmente em 

humanos, os fatores de virulência de Ureaplasma spp. associados a problemas na 

gestação continuam pouco conhecidos. A atividade biológica de várias moléculas de 

superfície de micoplasmas é estudada in vitro (USHIDA et al., 2013). Apresentamos o 

primeiro estudo de glicosiltransferase de Ureaplasma diversum.  

Durante a co-evolução dos Mollicutes com humanos, os ureaplasmas 

aparentemente alcançaram uma coexistência bem-sucedida, com altos níveis 

populacionais considerando-se seus limitados recursos genômicos. Para tanto, estas 

bactérias precisaram reduzir algumas características da sua virulência, como a perda de 

grande parte da cápsula (sintetizada pela enzima glicosiltransferase) – tornando-se um 

pouco menos agressivos – e passando a utilizar um resíduo produzido pelo hospedeiro 

(uréia) como fonte de energia. Esta relação parasitária ou simbiótica contribui para a 

controvérsia associada ao estudo da infecção por ureaplasmas humanos (RAZIN et al., 

1998; KONG e GILBERT, 2004).  

O polissacarídeo capsular (CPS) desempenha papéis biológicos importantes para 

muitos microrganismos, como a absorção de nutrientes, proteção contra estresse 

ambiental, produção de biofilme, e resistência contra fagocitose ou atividade de 
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antibióticos. O CPS é um material também potencialmente importante para aplicações 

biotecnológicas e economicas, como desenvolvimento de vacinas e melhorias nos 

métodos de diagnóstico (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 identificação de U. diversum ainda é inadequadamente interpretada, pois 

existem outros micoplasmas considerados de maior importância na pecuária. Apesar 

disso, a forte associação da inflamação no trato reprodutivo bovino com o nascimento 

prematuro de bezerros, torna necessário compreender a função de moléculas 

potencialmente envolvidas no estabelecimento da infecção. Após o sequenciamento do 

genoma de U. diversum (MARQUES et al., 2015), a possibilidade de realização de 

testes de antigenicidade e virulência e o estabelecimento de uma relação de base 

genética entre estes fatores, constituem os principais estudos atuais. 

A alta frequência de detecção do ureaplasma, as grandes perdas econômicas na 

produção animal, os custos adicionais no diagnóstico, tratamento e prevenção indicam a 

necessidade de propor estratégias mais eficazes no controle das micoplasmoses. Para 

tanto é necessário compreender as bases da virulência e patogenicidade de U. diversum. 

Neste contexto, incluem-se o uso de estratégias melhores para prevenção da 

prematuridade em bovinos e desenvolvimento de novos métodos de diagnóstico e novas 

terapias para o controle das infecções.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Bovinocultura 

O setor agro-industrial brasileiro tem destaque no agronegócio internacional, 

pois o país possui o segundo maior rebanho efetivo do mundo e é o primeiro nas 

exportações de gado. Este segmento movimenta fortemente a economia do Brasil, 

gerando empregos na produção animal e industrial, melhorando de qualidade de vida da 

população. A bovinocultura brasileira proporciona o desenvolvimento de dois principais 

segmentos lucrativos: as cadeias produtivas da carne e leite, movimentando mais de 

618,50 bilhões de reais em 2019. Com um rebanho de 213,68 milhões de cabeças 

distribuídas em todos os estados brasileiros (tabela 1), representando quase 13% do 

rebanho mundial. A pecuária brasileira registrou em 2019 aproximadamente 38,4 

milhões de animais envolvidos na produção leiteira e 199,5 milhões cabeças com 

aptidão genética para corte (ABIEC, 2020).  

A produção de carne bovina em 2021 foi de 10,5 milhões de toneladas, o que 

representa um aumento de 4% em relação ao ano anterior. Fatores como flutuações das 

taxas de câmbio, frágil recuperação econômica mundial e o possível ressurgimento de 

infecções por coronavírus, podem afetar diretamente o futuro da indústria de proteína 

animal. Alguns programas governamentais apoiam a expansão da pecuária no Brasil, 

como o crédito agrícola subsidiado para melhoramento de pastagens, recuperação de 

pastagens degradadas, programas de cruzamento usando genética bovina importada, 

nutrição adequada e aumentando o uso de tecnologias reprodutivas (USDA, 2021). 

Durante os processos da produção animal são necessários os controles adequados de 

doenças infecciosas e parasitárias, boas práticas de nutrição, cruzamentos e manejo 

geral. Entre os diversos distúrbios que podem ocorrer e afetar a produção, a tendência a 

parição prematura, infertilidade, natimortos ou abortamentos podem causar os 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) 

Estado 

Rebanho 

estimado 

(cabeças) 

 

Mato Grosso 29.873.068 

Goiás 22.430.742 

Minas Gerais 22.321.084 

Mato Grosso 

do Sul 
20.985.665 

Pará 20.510.169 

Rondônia 13.973.714 

Rio Grande do 

Sul 
12.918.325 

São Paulo 10.638.629 

Bahia 10.168.312 

Paraná 9.280.273 

Tocantins 8.300.111 

Maranhão 7.808.833 

Santa Catarina 4.305.489 

Acre 2.968.239 

Rio de Janeiro 2.514.790 

Ceará 2.454.047 

Espírito Santo 2.054.507 

Pernambuco 1.881.396 

Piauí 1.512.984 

Amazonas 1.386.403 

Alagoas 1.252.698 

Paraíba 1.219.163 

Sergipe 1.082.335 

Rio Grande do 

Norte 
890.570 

Roraima 797.554 

Distrito 

Federal 
92.793 

Amapá 54.582 

BRASIL 213.676.473 

 

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

 

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

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

endometrite são distúrbios que direta ou indiretamente refletem na eficiência 

reprodutiva, sendo geralmente de transmissão horizontal. Esta situação se caracteriza 
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por baixas taxas de natalidade e mortalidade. A natalidade do rebanho é influenciada 

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

produtivas devido aos baixos índices reprodutivos de animais por doenças infecciosas, 

as micoplasmoses têm impacto neste contexto pouco conhecido (BROMFIELD et al., 

2015; ENTRICAN, 2002; HANSEN; SOTO; NATZKE, 2004; MILLER et al., 1994; 

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

 

2.2 Características gerais dos Mollicutes 

A classe Mollicutes possui cerca de 200 espécies distribuídas pelas ordens 

Entomoplasmatales, Acholeplasmatales, Anaeroplasmatales e Mycoplasmatales, a qual 

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

Mycoplasma e Ureaplasma pertencem à família Mycoplasmatacaeae (BERGEY, 2010). 

Atualmente, novas metodologias são utilizadas para identificação e caracterização 

destes microrganismos, como a biologia sintética, metagenômica e análises 

filogenômicas (GROSJEAN et al., 2014; KAMMINGA et al., 2017; WANG et al., 

2020; PIMENTEL et al., 2021). 

Mollicutes são considerados os menores organismos de vida livre, podendo 

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

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

UGA como códon codificador do triptofano (em vez da codificação universal de parada) 

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

geralmente não causam turvação de meios de cultura líquidos, provocando somente 

alteração no pH. Relacionam-se filogeneticamente às bactérias gram-positivas das quais 

evoluíram de forma degenerativa. Dentre suas principais características, não possuem 

parede celular sendo, portanto sobrevivem apenas em ambientes isotônicos e de 

antibióticos beta-lactâmicos. Suas polimerases são resistentes à rifampicina. Pela sua 

capacidade biossintética limitada e por serem nutricionalmente exigentes, devido à 

redução metabólica, exigem para seu crescimento a presença de aminoácidos, 

nucleotídeos, esteróis e ácidos graxos exógenos no meio de cultura. A deficiência na via 

respiratória do ciclo do ácido tricarboxílico reduz sua capacidade de fosforilação 

oxidativa. Para a produção de ATP, podem fermentar a glicose ou hidrolisar a arginina, 

reduzindo ou aumentando o pH do meio, respectivamente (BEAMAN e POLLACK, 

1983; BERGEY, 2010; RAZIN, YOGEV e NAOT, 1998). Os ureaplasmas são únicos 
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entre os Mollicutes que requerem uréia para produzir ATP, hidrolizando este composto 

e produzindo amônia (BASEMAN; TULLY, 1997; RAZIN, 2004). 

Na década de 1990, devido ao pequeno tamanho de seu genoma e ao cenário 

evolutivo predominante que se baseava apenas em sucessivas perdas de genes, não era 

considerada a ocorrência de ilhas gênicas e transferência horizontal de genes em 

micoplasmas (RAZIN, YOGEV e NAOT, 1998). Á medida que aumentaram os estudos 

combinando genômica comparativa com abordagens clássicas de microbiologia 

observou-se que várias espécies de micoplasma, mais especificamente aquelas que 

infectam ruminantes, trocaram partes significativas de seus genomas durante a evolução 

e ainda retiveram a capacidade de conjugação (SIRAND-PUGNET et al., 2007; 

DORDET-FRISONI et al., 2014; DORDET-FRISONI et al., 2019). A transferência 

horizontal de genes é um dos principais mecanismos inovação microbiana e consiste na 

troca de ilhas genômicas entre as bactérias. A descoberta dos elementos conjugativos 

integrativos de micoplasma (MICEs) demonstrou que micoplasmas possuem elementos 

genéticos móveis complexos, fomentando as pesquisas sobre transferências gênicas 

horizontais dessas bactérias (CITTI et al., 2020).  

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

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

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

hospedeiro e ao sítio anatômico ocorre pelas necessidades nutricionais variadas. No 

entanto tem-se demonstrado a capacidade de adaptação a hospedeiros não habituais pela 

sua capacidade de mutação. Normalmente são transmitidos por contato ou aerossóis 

entre os hospedeiros. Infectam principalmente as superfícies de mucosas, 

principalmente no trato respiratório, urogenital e reprodutivo, sistema nervoso, olhos, 

glândulas mamárias e articulações (BUZINHANI et al., 2007; RAZIN, YOGEV e 

NAOT, 1998). Eventual baixa resposta imune ou alterações fisiológicas do hospedeiro 

favorecem a infecção e colonização destas bactérias (PITCHER e NICHOLAS, 2005). 

São considerados micro-organismos oportunistas por excelência, mas podem ser 

agentes primários de infecções de caráter agudo ou crônico. A doença crônica é a mais 

frequente (CHELMONSKA-SOYTA et al., 1994; RAZIN e HAYFLICK, 2010). 

Embora os micoplasmas cresçam em meios acelulares, a preferência por células 

ocorre pela facilidade de obtenção de nutrientes essenciais. (BUZINHANI, 

METIFFOGO e TIMENETSKY, 2007). Para garantir sua sobrevivência com o genoma 
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reduzido nos nichos estudados, supõe-se que estas bactérias vivem em constante 

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

membrana citoplasmática de algumas espécies estudadas modulam a resposta imune 

principalmente no que se refere às citocinas. A diversidade das características destas 

bactérias e células dos hospedeiros, associados ou não, interferem no desenvolvimento 

das micoplasmoses (ROTTEM, 2003). 

 

2.3 Virulência dos micoplasmas 

A virulência dos micoplasmas tem sido determinada por algumas das suas 

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

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

superóxido por micoplasmas aderentes; interferência no metabolismo e função celular 

pela competição por nutrientes; imunomodulação devido à presença de glicocálix ou 

estruturas eletrodensas na superfície da bactéria; modificação da resposta imune do 

hospedeiro pela alta frequência de variação de fase e consequente diversidade 

antigênica na superfície bacteriana. Incluem-se as aberrações cromossômicas na célula 

hospedeira pela secreção de enzimas fosfolipases, ATPases, hemolisinas, proteases e 

nucleases; escape da ação de antibióticos e resposta imune pela intracelularidade, 

favorecendo a cronicidade das doenças (CHANG et al., 2011). 

 Sem parede celular, os compostos da membrana celular dos micoplasmas 

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

Verificou-se que algumas espécies apresentavam grande variação antigênica nesta 

estrutura mediados pela recombinação de sítios-específicos ou mutações de alta 

frequência no genoma. Assim, esta propriedade também contribui para a sobrevivência 

e adaptação ao ambiente intracelular e o consequente escape do sistema imune do 

hospedeiro (CITTI e BLANCHARD, 2013; RAZIN e HAYFLICK, 2010; RAZIN et al., 

1998).  

 As lipoproteínas de membrana citoplasmática de micoplasmas representam 

aproximadamente 70% da massa da membrana com importância na sua antigenicidade 

(CHAMBAUD, WRÓBLEWSKI e BLANCHARD, 1999; RAZIN, YOGEV e NAOT, 

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

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

lipoproteínas de micoplasmas é exposta ao meio extracelular com o grupamento acil 
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ancorado à membrana citoplasmática. Funcionalmente, acredita-se que atuam como 

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

alvo para anticorpos inibidores de crescimento ou como imunomodulinas (BROWNING 

et al, 2011; ROSENGARTEN, 2000). 

Os genes codificadores de lipoproteínas parecem estar no mesmo operon de 

transportadores ABC, levando à hipótese também estarem relacionados ao transporte de 

nutrientes. Este operon é conservado entre muitos micoplasmas patogênicos, 

demonstrando que, possivelmente, codifiquem um sistema de transporte de nucleotídeos 

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

 

2.4 Micoplasmoses na reprodução bovina 

Micoplasmas podem causar várias doenças em bovinos, incluindo mastite, 

artrite, pneumonia, otite média e distúrbios reprodutivos. Adultos e bezerros podem ser 

afetados por artrite e pneumonia, enquanto a otite é tipicamente observada apenas em 

bezerros. Todas essas manifestações clínicas podem afetar o rebanho 

concomitantemente com a mastite causada por micoplasmas. Os principais distúrbios 

reprodutivos causados são a vulvovaginite, infertilidade, endometrite, distocia e aborto. 

A natureza altamente contagiosa de alguns Mycoplasma spp., sua baixa resposta aos 

tratamentos convencionais e implicações de descarte de animais relacionado ao rebanho 

afetado, evidenciam a importância do diagnóstico rápido e preciso para o controle e 

prevenção de surtos de infecções 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 há questões de diagnóstico relacionadas à origem e distribuição da 

infecção dentro e entre os rebanhos. A abordagem diagnóstica adotada deve considerar 

as restrições orçamentárias, a urgência do resultado, a disponibilidade dos testes ou a 

combinação entre eles, o tipo de amostra e as condições de manuseio. Embora gere 

resultados mais lentos, a cultura fornece o diagnóstico definitivo que pode ser usado 

para análises moleculares para investigar a fonte da infecção e relação dos isolados com 

outras cepas do organismo. Os ensaios de PCR (Polimerase Chain Reaction/Reação em 

cadeia da polimerase) fornecem resultados mais rápidos. Uma vez detectados, os DNA 

alvo, a facilidade de decisões eficazes em relação ao gado clinicamente afetado 
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aumenta. Assim, há oportunidade de manejo para reduzir o risco de transmissão das 

doenças (PARKER et al., 2017).  

A patogênese da micoplasmose genital é pouco compreendida, mas é provável 

que envolva a ativação de macrófagos e outras células do sistema imunológico na 

interface materno-fetal. Alguns estudos caracterizam inicialmente os fatores de 

virulência de algumas espécies e que podem explicar como um organismo, que carece 

de LPS (lipopolissacarídeo), estimula a produção de citocinas associadas com parto 

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

resposta imune poderia fornecer um mecanismo eficaz na prevenção da prematuridade 

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

Várias são as infecções promovidas pelos micoplasmas, porém especificamente 

a vulvovaginite bovina foi descrita em diversos estudos (AMARAL, 2003; BEY, 2006; 

DOIG, et al, 1979; LYSNYANSKY et al., 2009). Esta inflamação resulta na ocorrência 

súbita de descarga vulvar, granulações na mucosa vaginal associada ou não com a 

presença de vesículas na vulva, em fêmeas na fase reprodutiva (GAMBARINI et al., 

2009). Estudos sobre a ocorrência da vulvovaginite em rebanhos brasileiros 

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

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

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

aborto, contribuindo no questionamento sobre o envolvimento do Mycoplasma spp nas 

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

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

especialmente em animais pertencentes aos sistemas intensivos de produção leiteira, 

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

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

bovigenitalium e U. diversum são consideradas as espécies de maior importância para as 

infecções 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 têm sido associados com infertilidade e 

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

transmitidos no acasalamento natural e pela inseminação artificial (BIELANSKI, 
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DEVENISH e PHIPPS-TODD, 1999). As mesmas espécies foram isoladas da superfície 

da zona pelúcida associada à célula espermática e de embriões bovinos intactos, lavados 

ou tratados com antibióticos (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 caráter não zoonótico, as infecções por M. 

bovis são responsáveis por problemas econômicos de saúde e bem-estar no mundo 

(DUDEK et al., 2020). A mastite bovina por Mycoplasma spp indica ser uma patologia 

emergente e as perdas econômicas por infecções de M. bovis podem ser mais frequentes 

do que as doenças respiratórias 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 sêmen contaminado pelo agente foram observados episódios de repetição de cio 

(CARDOSO e VASCONCELLOS, 2004). Sua capacidade de suprimir a resposta 

imunológica do hospedeiro durante a infecção já é conhecida, levando ao 

desenvolvimento de condições crônicas (ASKAR et al., 2021). Cai e colaboradores 

(2019) observaram a importância de monitorar a suscetibilidade de M. bovis aos 

antimicrobianos, uma vez que houveram mudanças nos níveis de MIC (Minimal 

Inhibitory Concentration / Concentração inibitória mínima) de vários antimicrobianos 

ao longo do tempo, com redução da eficácia in vitro. 

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

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

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

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

fêmeas são caracterizadas por vulvovaginite granular, com descarga vaginal 

mucopurulenta, apresentando ou não infertilidade. Mastite e abortamento também são 

relatados (EAGLESOME et al., 1992; GONZÁLEZ e WILSON, 2003). Seu material 

genético também já foi identificado em um feto mumificado de bezerro de rebanho 

brasileiro de gado leiteiro (FRITZEN et al., 2021) e em úberes 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 não possuírem 

parede celular, apresentam cápsula polissacarídica sobre a membrana celular. Os 

ureaplasmas requerem a ureia para crescerem, pois têm a urease para hidrolizá-la 

produzindo amônia. O crescimento ideal ocorre a 37°C e pH entre 5,5-6,0, sendo que o 

pH acima de 7,5 inibe seu crescimento. Alguns ureaplasmas infectam animais e outros, 

o homem. Estas bactérias podem aderir a células epiteliais, competir com nutrientes, 

interagir com células principalmente pelas proteínas de membrana, e liberar compostos 

metabólicos (BUZINHANI, METIFFOGO e TIMENETSKY, 2007; CHELMONSKA-

SOYTA et al, 1994; MARQUES, 2009; MARQUES, 2010).  

U. diversum é importante na pecuária colonizando o trato respiratório e 

reprodutivo de bovinos. A espécie é comumente isolada de amostras da mucosa 

cervicovaginal de fêmeas bovinas com trato reprodutivo saudável. 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 localização do ureaplasma na 

superfície e no interior de embriões bovinos também foi demonstrada (BRITTON et al., 

1987; BRITTON et al., 1989; REZENDE, 2016). 
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Figura 01 - Imagens de Ureaplasma diversum por microscopia eletrônica de varredura 

(MEV). 

 

 

Legenda - A imagem (a) representa a fissão binária ocorrendo em U. diversum com 

aumento de 500 ×. Esta é uma divisão celular característica encontrada em Ureaplasmas 

spp. Imagens (b) e (d) mostram a estrutura globular de U. diverum com aumento de 

1700 e 6000×, respectivamente. A imagem (c) indica a presença de U. diversum em 

aglomerados com ampliação de 3500×. 

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

 

Apesar do aumento nos estudos sobre a patogenicidade e virulência de U. 

diversum, sua detecção ainda permanece prevalente em rebanhos, causando perdas 

(CRANE e HUGHES, 2018; DIAZ et al., 2019; SHARMA et al., 2019). A identificação 

das infecções por U. diversum em bovinos, aumenta a preocupação com casos de 

resistência as principais terapias disponíveis para o controle. Isso se deve a observação 

da ocorrência de transferência horizontal de genes entre as diferentes bactérias presentes 

em um mesmo local de infecção (SILVA et al., 2019). Há um grande interesse na 

possibilidade de estimar a probabilidade de uma novilha estabelecer uma gravidez com 

base em seu microbioma vaginal, para estratégias de reprodução aprimoradas (DENG et 

al., 2019). 
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O sequenciamento recente do genoma de U. diversum (MARQUES et al., 2015) 

e as análises e testes posteriores (MARQUES et al., 2016; ANDRADE et al., 2020; 

SANTOS-JUNIOR et al., 2020) revelaram características importantes. Análise 

genômica, estudos de prevalência e ensaios de imunomodulação compõem as principais 

linhas de pesquisa atuais para tentar elucidar a patogênese desta bactéria (MARQUES et 

al., 2016; ANDRADE et al., 2020; SANTOS-JUNIOR et al., 2020). As vias metabólicas 

correspondem às mesmas encontradas em ureaplasmas humanos, como a via de síntese 

de ATP pela hidrólise da ureia. Em relação à patogenicidade, foram encontrados genes 

codificadores das enzimas urease, hemolisina, fosfolipase e também de um grande 

número de lipoproteínas e de variação antigênica. Dentre estas últimas encontra-se a 

lipoproteína de superfície ―multiple-banded antigen-like‖ (semelhante a proteína mba, 

considerada um dos principais fatores de virulência em ureaplasmas humanos). São 

lipoproteínas diaciladas, contendo peptídeo sinal e um sítio de acilação, que têm 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 infecção e inflamação 

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 ativação 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 relação de U. diversum e os distúrbios reprodutivos foram 

considerados controversos no passado, pois acreditava-se que estes micro-organismos 

eram comensais e não estavam relacionados com os problemas de infertilidade nos 

rebanhos. Posteriormente foi detectado em amostras de mucosas cervico-vaginal e 

sêmen de touros aparentemente sadios. Ao longo do tempo, o acúmulo de dados indicou 

a relação patogênica deste ureaplasma com fetos abortados e descargas vulvares 

anormais, sendo implicado também na ocorrência da vulvovaginite granular em 

rebanhos. Com o encontro frequente em fêmeas bovinas com histórico de aborto, este 

micro-organismo passou a ter importância na saúde animal. O aborto por U. diversum 

pode ser resultado da placentite e da pneumonia fetal que ocorrem principalmente no 

último trimestre da prenhez (KUNDSIN et al., 1978; NASCIMENTO e SANTOS, 

2003). 
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Apesar da importância de U. diversum em bovinos a sua relação como agente 

infeccioso permanece inconclusiva, pois pode ser encontrado em animais sem sintomas 

de alterações reprodutivas (MARQUES et al., 2011). Há ainda poucos dados sobre a 

aderência e internalização em células reprodutivas ou outras linhagens celulares 

bovinas, bem como informações conclusivas sobre o seu modo de ação durante as 

infecções. Análises recentes demonstraram que U. diversum tem capacidade de invadir 

células Hep-2, induzir a apoptose (AMORIM et al., 2014), bem como aumentar a 

produção de TNF-α no útero de camundongos experimentalmente infectados (SILVA et 

al., 2016). 

Estudos demonstram que U. diversum, quando presente no sistema reprodutivo 

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

desenvolvimento do embrião, causando infertilidade ou falhas na gestação (DOIG et al., 

1980). Este ureaplasma pode estar infectando e promovendo alterações morfológicas em 

espermatozóides de touros (HOBSON et al., 2013; BUZINHANI et al., 2011). Há 

relatos que sugerem o potencial de U. diversum infectar embriões e, em seguida, resultar 

em perdas gestacionais nas novilhas receptoras. Os resultados post mortem concluíram 

que a infecção por este ureaplasma causou o aborto em 3 dos 4 casos avaliados 

(CRANE e HUGHES, 2018) 

Atualmente, na bovinocultura, são utilizadas biotécnicas na reprodução como a 

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

de embriões. Os agentes infecciosos presentes no trato reprodutivo dos bovinos podem 

reduzir o número e a qualidade dos embriões produzidos in vitro, ocasionar doenças nos 

animais receptores e nos neonatos (STRINGFELLOW e GIVENS, 2000). De acordo 

com o Sub-comitê de Pesquisa da Sociedade Internacional de Transferência de 

Embriões (International Embryo Transfer Society–IETS), U. diversum é classificado na 

Categoria 4, que agrupa doenças para as quais ainda não são disponíveis dados 

suficientes para que haja uma conclusão sobre os riscos de transmissão ou ainda, 

doenças onde os riscos de transmissão via transferência de embriões não podem ser 

negligenciados (International Embryo Transfer Society, 1998). 

 

2.4.2.1 Cápsula polissacarídica e glicosiltransferase 

Em 1985, Smith observou a composição da superfície de Ureaplasma spp. Neste 

estudo pioneiro, identificou a presença de açúcares, ácidos graxos, glicerol e fósforo, 

http://www.oie.int/eng/publicat/rt/1703/a_r17320.htm
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além de que o material capsular era constituído por lipoglicanos de glicose e manose, 

principalmente. No entanto, cada cepa era composta por lipoglicanos distintos, e a 

localização da superfície sugere que as diferenças estruturais entre os lipoglicanos 

poderiam contribuir para a especificidade antigênica, apesar de que ainda não se sabia o 

significado destes para as interações biológicas. Atualmente, já se sabe que algumas 

cápsulas e polissacarídeos são fundamentais para facilitar a disseminação de 

micoplasmas e na sustentação de uma infecção crônica (YIWEN et al., 2021).  

A cápsula é constituída de monossacarídeos de alto peso molecular, altamente 

hidratados, unidos por ligações glicosídicas, podendo ser composta por homo ou 

heteropolímeros, os quais podem ser substituídos por moléculas orgânicas e 

inorgânicas. Este processo é catalisado pela transferência de sacarídeos por ação 

estabelecida pela glicosiltransferase (MOREMEN e HALTIWANGER, 2019; 

ROBERTS, 1996). De maneira geral (Figura 02), a biossíntese começa com a ativação 

de um carreador lipídico, no lado citoplasmático da membrana. Em seguida há o 

alongamento da cadeia pela adição sequencial de precursores de açúcar 

(monossacarídeos) pelas glicosiltransferases. Estes precursores (unidades repetidas ou 

glicoconjugado completo) atravessam transportadores na membrana, ligados a lipídeos. 

Os glicoconjugados ligam-se ao peptidoglicano ou a algumas proteínas, com 

possibilidades de modificações adicionais após sua ancoragem na parede celular. Uma 

determinada combinação de genes específicos dos polímeros é um forte preditor da 

estrutura do polissacarídeo e, portanto, do tipo sorológico bacteriano (sorotipo) 

(MISTOU et al., 2016; MOSTOWY e HOLT, 2018). 
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Figura 02 - Etapas gerais na biossíntese de glicoconjugados 

 

Legenda - Apesar da diversidade de glicoconjugados bacterianos, a biossíntese é 

bastante conservada e ocorre em cinco etapas básicas: (1) iniciação da biossíntese 

através da ativação de um carreador lipídico no lado citoplasmático da membrana, 

(2) alongamento por adição sequencial de monossacarídeos por glicosiltransferases 

para formar o polissacarídeo no ligante poliprenoide, (3) translocação de precursores 

ligados a lipídios através da membrana por transportadores, (4) ligação do 

glicoconjugado ao peptidoglicano e (5) modificações adicionais ao glicoconjugado 

que podem ocorrer após a ancoragem à parede celular. 

Fonte: Adaptado de MISTOU et al., 2016. 

 

Os aspectos genéticos relacionados à biossíntese de polissacarídeos têm 

implicações importantes para a geração de diversidade antigênica em bactérias. Isso 

porque combinação dos genes durante a síntese de um monossacarídeo pode alterar o 

sorotipo bacteriano, pela inativação de uma ou mais enzimas (perda genética) ou pela 

transferência horizontal de genes que leva a nova combinação de enzimas - geralmente 

com a ajuda de elementos transponíveis. A presença de genes conservados nas regiões 

flanqueadoras dos loci de síntese, também pode promover a troca de todo o locus por 

recombinação homóloga. Tais mudanças facilitam as alterações de sorotipo/antígeno 
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entre linhagens distantes sem ter que "inventar" uma nova combinação. Mudanças 

genéticas e epigenéticas em genes reguladores (variação de fase) podem afetar a 

expressão para composição da cápsula e a capacidade de colonizar ou infectar o 

hospedeiro. Dessa forma, os antígenos de polissacarídeos são mais flexíveis do que os 

antígenos proteicos, pois as modificações em sua estrutura provavelmente não requerem 

uma maquinaria genética muito complexa (MOSTOWY e HOLT, 2018).  

O polissacarídeo de superfície celular é um dos aspectos de virulência 

identificados e que é pertinente às interações com a célula hospedeira. Possui atividade 

biológica, com missão de adesão celular, invasão, virulência e modulação imunológica 

(COMSTOCKAND e KASPER, 2006). Muitos micoplasmas possuem uma camada 

pegajosa semelhante a cápsula fora da membrana celular, constituída principalmente de 

polissacarídeos. Em Mycoplasmas spp. o polissacarídeo capsular é considerado um 

importante fator de virulência para as espécies patogênicas, atuando nos processos de 

adesão, invasão, variação de fase e defesa ao sistema imune do hospedeiro (YIWEN et 

al., 2021).  

A presença da cápsula polissacarídica (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 

virulência bem definidos para modificar a fisiologia celular e alterar o ambiente a ser 

colonizado (YAKOVLIEVA e WALVOORT, 2020). A produção de toxinas é o 

principal mecanismo de patogenicidade de C. difficile, sendo as toxinas A e B 

responsáveis pela diarreia e inflamação. As duas toxinas são glicosiltransferases, com 

estrutura semelhante e atuam incorporando glicose. São liberadas para ligarem-se às 

células hospedeiras. Quando internalizadas, atuam no citoplasma alterando as proteínas 

envolvidas na transdução de sinais, havendo perturbação das vias de sinalização 

celulares, particularmente aquelas que envolvem o citoesqueleto de actina (VALIENTE 

et al., 2016; CHANDRASEKARAN e LACY, 2017). Em Streptococcus mutans, a 

enzima glicosiltransferase (GTF) decompõe a sacarose nos seus monossacarídeos 

glicose e frutose, fazendo uso da glicose para formar os glucanos, moléculas 

importantes para adesão e coesão intercelular entre as bactérias cariogênicas (ZHU et 

al., 2015; LEMOS et al., 2019; RAINEY et al., 2019).  

Ao contrário da cápsula de bactérias típicas, como em E. coli, pouco se conhece 

sobre o polissacarídeo capsular, e a função da cápsula no processo patogênico é pouco 
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elucidada em Mollicutes e em U. diversum, especificamente. A composição bioquímica 

dos polímeros capsulares de Mollicutes tem sido pouco estudada. As cápsulas de M. 

mycoides subsp. mycoides SC, M. mycoides subsp. capri e M. dispar são as mais 

conhecidas e são compostos principalmente por polímeros de 1,6-galactose, poliglucano 

e ácido galacturônico, respectivamente (WAITE et al., 2002). Provavelmente, a 

biossíntese capsular de M. mycoides subsp. mycoides está associada a uma via sintética 

dependente de glicose devido à presença 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 presença de dois genes de um transportador de 

açúcar 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 provável que esses açúcares são capturados por U. diversum e são incorporados 

usando a glicosiltransferase para formar a cápsula. 

O revestimento capsular de U. diversum consiste em uma camada polissacarídica 

de 11 a 17 nm constituída de arabinose, xilose, manose, galactose e glucose 

(MARQUES et al., 2016) correlacionando com a identificação pelo sequenciamento da 

presença da glicosiltransferase. Estas enzimas catalisam a transferência de resíduos de 

glicosil (açúcar) para um aceptor, tanto durante a degradação quanto durante a 

biossíntese de polissacarídeos, glicoproteínas e glicolipídeos (LAIRSON et al., 2008). 

Muitas enzimas estão associadas a produção da cápsula, e a glicosiltransferase é 

responsável pela adição do açúcar inicial da cadeia.  

Os componentes da membrana citoplasmática de alguns ureaplasmas modulam a 

resposta imune principalmente as citocinas. Estes fatores, associados ou não, interferem 

na integridade da célula hospedeira, de tecidos e órgãos, resultando em doença 

(BUZINHANI, METTIFOGO e TIMENETSKY, 2007; CARDOSO et al., 2000; 

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

2013). Além da variação na produção e composição da cápsula polissacarídica, suas 

propriedades físicas e biológicas podem variar consideravelmente em micoplasmas, 

como em M. genitalium e M. mycoides subsp. mycoides small colony (Mmm). A 

presença destes açúcares de Mmm causou a ligação ao TLR 2, aumento de IL-10 e 

baixos níveis de TNF-α em macrófagos bovinos, demonstrando propriedades anti-

inflamatórias para evasão da resposta imune do hospedeiro (TOTTÉ et al., 2015). Em 

Mycoplasma mycoides subsp. mycoides small colony type (M. mycoides SC), observou-
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se que Vmm é uma lipoproteína de fase variável, localizada na superfície celular. Nesse 

estudo, supostamente a camada capsular limitou a acessibilidade das proteínas de 

membrana, impedindo assim os anticorpos de se ligarem a Vmm (PERSSON et al., 

2002). 

É relevante determinar a importância das citocinas envolvidas na pré-

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

ambiente alterado pós-fertilização pode influenciar o desenvolvimento embrionário. A 

interferência no ambiente nutricional do blastocisto por agentes infecciosos é crucial 

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

acesso ao colo do útero ou até mesmo ao embrião. Desta maneira podem causar a morte 

embrionária por alteração do ambiente materno ou através de danos diretos ao embrião 

(BRITTON et al., 1987; LEWANDOWSKA-SABAT et al., 2013).  
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3 OBJETIVOS GERAIS E ESPECÍFICOS  

   

3.1 Objetivo geral  

  

Avaliar a variabilidade genética e imunoinformática do gene da 

glicosiltransferase de U. diversum e sua relação com a constituição e antigenicidade e 

imunogenicidade do polissacarídeo capsular. 

 

3.2 Objetivos específicos  

  

 Detectar, purificar e sequenciar o gene da glicosiltransferase em isolados 

clínicos e uma cepa de referência de U. diversum. 

 Identificar a variabilidade genética e a presença polimorfismos pelo alinhamento 

das sequencias em isolados clínicos e uma cepa de referência de U. diversum. 

 Avaliar as propriedades imunobiológicas das sequencias do gene da 

glicosiltransferase em isolados clínicos e uma cepa de referência de U. diversum 

por meio de ferramentas de bioinformática. 

 Extrair, purificar, quantificar e avaliar a composição do polissacarídeo capsular 

de diferentes cepas de Ureaplasma diversum em comparação com a cepa de 

referência.  

 Avaliar a produção de anticorpos policlonais em camundongos Balb/c após a 

exposição ao polissacarídeo capsular de U. diversum, pela metodologia de 

ELISA indireto. 

 Avaliar a proliferação linfocitária em células de sangue periférico de bovinos 

após a exposição ao polissacarídeo capsular de U. diversum, pelo ensaio de 

CFSE. 

 Avaliar a antigenicidade do polissacarídeo capsular em macrófagos e neutrófilos 

de sangue periférico de vacas pela expressão gênica de marcadores inflamatórios 

e dosagem do óxido nítrico. 
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 4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Estirpes bacterianas e condições de cultivo 

 

Foram utilizadas a cepa de referência de U. diversum ATCC® 49782 e 52 

isolados clínicos obtidos de coleta de swab vulvovaginal do Laboratório de 

Micoplasmas do Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo. As 

amostras de ureaplasma foram obtidas de coletas de material clínico 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 ºC e 

expandidos para 10 mL do caldo (RHUNKE, 1994). Na fase de crescimento logarítmico 

(com base em mudança colorimétrica), as culturas foram centrifugadas a 20.000 x g por 

30 minutos a 4 ºC, o pellet foi homogeneizado em 2 mL de PBS e as suspensões 

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

 

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

Fazenda Estado Cepa 

1 São Paulo A203 

São Paulo 59 

 São Paulo 64 

2 São Paulo GOTA 

São Paulo 93 

São Paulo 94 

São Paulo 95 

São Paulo 98 

São Paulo 100 

São Paulo 102 

3 São Paulo 72.1 

São Paulo 72.2 

São Paulo 73 

São Paulo 84 

4 São Paulo 5 T 

São Paulo 7 T 

São Paulo 10 T 

São Paulo 12T 

São Paulo 13 T 

São Paulo 16 T 

5 São Paulo S1 

São Paulo S6 

São Paulo S7 

São 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 Análise de distribuição e diversidade gênica da glicosiltransferase (UD216) em 

isolados clínicos 

Primeiramente, foi realizada a análise de distribuição do gene UD216 entre os 

isolados clínicos. A extração de DNA das cepas de U. diversum foi realizada pelo kit 

Macherey-Nagel e pelo método de extração descrito por FAN et al. (1995) com algumas 

modificações, para comparação da quantidade de DNA obtida entre os métodos. As 

amostras foram submetidas à metodologia de PCR específica para confirmação da 

espécie, utilizando os primers UD3 e UD4 (CARDOSO et al, 2000). Como ainda não 

foram descritos na literatura primers específicos para o gene de interesse (UD216) de U. 

diversum, foram desenvolvidos exclusivamente para o presente estudo. Os iniciadores 

para amplificação do gene foram obtidos com base na sequência nucleotídica genômica 

de U. diversum ATCC49782 depositada no GenBank sob número de acesso CP009770 

e com o auxílio dos web-softwares Reverse Complement (STOTHARD, 2000) e IDT 
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(Integrated DNA Technologies). O DNA extraído da cepa de referência ATCC 49782 

foi utilizado como controle positivo das reações. As seguintes condições foram testadas: 

concentração de primer, concentração de MgCl2, concentração da enzima Taq 

polimerase e quantidade de DNA. Também foram testadas diferentes temperaturas de 

anelamento entre 53 e 58 °C (variações de 0,5ºC). Em seguida, o DNA da cepa ATCC 

(como controle positivo) e dos isolados foram submetidos a PCR para o gene da 

glicosiltransferase. Para a reação em cadeia da polimerase foi adicionado a um 

microtubo (0,2 mL): 2,5 μl de tampão para a PCR (KCl 500mM, Tris 200mM em pH 

8,4), 10 pmol de cada ―primer‖, 0,5 U de Taq DNA polimerase, 1,5 mM de MgCl2, 200 

mM de deoxiribonucleotídeos trifosfato (dNTP), 1 μL da amostra de DNA e água 

ultrapura até o volume final de 25 μL. A amplificação 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. Após a amplificação, as amostras foram mantidas a 4 ºC, até o 

momento da eletroforese. Os iniciadores utilizados estão apresentados na tabela 1. Os 

produtos das PCRs foram analisados após eletroforese em gel de agarose 1% e 

visualizados sob luz ultravioleta após a adição de brometo de etídio a 0,5 µg/ mL. 

Os amplicons foram purificados com lavagens com isopropanol 65% e etanol 

70% e ajustou-se a concentração ideal de DNA para o sequenciamento dos mesmos. Os 

amplicons alvo foram sequenciados para a análise da variabilidade genética. Estes 

foram enviados à Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC), Centro de 

Biotecnologia, Laboratório de Genomas e Proteomas. As reações de seqüenciamento 

foram realizadas de acordo com o protocolo para o ABI 3730 DNA Analyser, utilizando 

o BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (código 4337456).  

 

Tabela 03 - Iniciadores utilizados para identificação do gene codificador da 

glicosiltranferase (UD216) de U. diversum 

 

Iniciadores Sequência (5’  3’) Ta (°C)
a 

UD216F ATGTTATTATCAATTCTATTTCATG 
56,5 

UD216R ACGGTTTTGATATTTCTTTACA 

 

 

Nota: 
a
 Ta (°C): Temperatura de anelamento dos iniciadores em graus Celsius. 
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As sequências foram obtidas em formato de cromatograma e comparadas à 

existente no GenBank, por meio da verificação de similaridades pelo programa BLAST 

(BENSON et al., 2009). As comparações 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 nucleotídeos foi 

realizado pelo método Clustal-W (THOMPSON et al., 1997). As sequencias alinhadas 

foram reamostradas com ―bootstrap‖ de 1.000 e as árvores foram construídas pelo 

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

 

4.3 Análises in sílico do gene da glicosiltransferase (UD216) em cepas de U. 

diversum 

 

4.3.1 Análises preliminares in sílico do gene da glicosiltransferase (UD216) da cepa 

ATCC de U. diversum 

Inicialmente, a sequência do gene da glicosiltransferase (UD216) da cepa ATCC 

de U. diversum, (número de acesso no GenBank: CP009770), foi analisada pelos web-

software PSORTb versão 3.0.2 (NAKAI, HORTON, 1999; YU et al., 2010), 

TOPCONS versão 2.0 (TSIRIGOS et al., 2015), TopPred versão 1.10 (CLAROS, VON 

HEIJNE, 1994), TMHMM Server versão 2.0 (KROGH et al., 2001; SONNHAMMER; 

VON HEIJNE; KROGH, 1998), DAS (CSERZO et al., 2002), JPred 4 

(DROZDETSKIY et al., 2015) para avaliar a sua localização celular (extracelular, 

transmembrana, citoplasmática) e predições de estruturas secundárias. Também foi 

analisada pelo web-software IEDB Analysis Resource (Immune Epitope Database and 

Analysis Resource) versão 2.13.1 para regiões com beta-turn (CHOU, FASMAN, 

1978), acessibilidade (EMINI et al., 1985) e predição de epítopos 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 

regiões de homologia e o alinhamento das regiões homólogas 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 

sequência usando os parâmetros default. Para avaliar características físico-químicas 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 Imunoinformática da sequencia do gene da glicosiltransferase (UD216) dos 

isolados clínicos e da cepa ATCC de U. diversum 

 

4.3.2.1 Mapeamento de epítopos de linfócitos B de bovinos e predição de 

antigenicidade 

O servidor CBTOPE v1.0 (disponível em http://crdd.osdd.net/raghava/cbtope/) 

foi usado para prever epítopos descontínuos (conformacionais) de linfócitos B. Um 

threshold de -0,3 foi usado, e na escala de probabilidade (0-9) aminoácidos com valores 

maiores que quatro foram considerados epítopos conformacionais. Este servidor possui 

um conjunto de dados com cadeias de proteínas não redundantes que consistem em 

anticorpos que reagem com resíduos de epítopos de células B (GAETI et al., 2014). 

Para prever epítopos contínuos, as sequências foram analisadas no software BepiPred 

v2.0 (http: //www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred/), um preditor de epítopos derivados de 

estruturas cristalográficas. Aminoácidos com thresholds maiores que 0,5 foram 

considerados epítopos lineares de células B (JESPERSEN et al., 2017). As sequências 

também foram avaliadas com o servidor VaxiJen v2.0 (http://www.ddg-

pharmfac.net/vaxijen /VaxiJen/ VaxiJen.html), que permite classificar antígenos sem 

usar o alinhamento das sequências. Todas as proteínas previstas para escores acima do 

threshold (0,5) foram classificadas como antigênicas.  

 

4.3.2.2 Mapeamento de epítopos e identidade de linfócitos TCD8
+ 

de bovinos 

A previsão da ligação de MHCI a peptídeos com 9 aminoácidos, foi realizada 

usando o servidor NetBoLApan v1.0, acessado em (http: //www.cbs.dtu.dk/services/ 

NetBoLApan /). Um limite padrão de 0,5% foi usado para ligações fortes e 2% para 

ligações fracas. O número de ligações fortes e fracas foi descrito e expresso em números 

absolutos. O NetBo-LApan v1.0 avalia um conjunto de dados de peptídeos com 

afinidade de ligação 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 três subespécies de 
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bovinos (Bos taurus taurus, Bos taurus indicus e o híbrido Bos taurus taurus x Bos 

taurus indicus), sendo alguns deles de importância em atividades pecuárias (HANSEN 

et al., 2014).  

 

4.3.2.3 Previsão de secreção e localização subcelular 

Predições de vias de secreção clássica e identificação de peptídeo sinal foram 

realizadas no servidor SignalP v5.0 disponível em 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) e DOLOP, um servidor que usa 

características de peptídeo sinal para prever lipoproteínas (https: //www.mrc-

lmb.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 secreção 

não clássicas. Valores previstos iguais ou superiores a 0,5 (threshold) foram 

considerados indicativos de secreção. As sequências também foram submetidas à 

previsão de localização subcelular no software PSORTb v3.0.2 

(http://www.psort.org/psortb/) usando configurações sugeridas para Mycoplasma spp. 

TMHMM v2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/) foi usado para verificar a 

presença de loops transmembrana. 

 

4.3.2.4 Investigação de parâmetros físico-químicos das sequencias de aminoácidos 

As propriedades físico-químicas das sequencias, incluindo índice alifático, peso 

molecular, GRAVY e índice de instabilidade foram preditas no ProtParam usando o 

servidor ExPASy em (http://web.expasy.org/protparam/). A solubilidade de peptídeos 

heterólogos após a superexpressão 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 à imunomodulação e expressão em 

um sistema heterólogo 

Antígenos de U. diversum foram classificados de acordo com dois parâmetros: 

(i) parâmetros indesejáveis para uso em medidas profiláticas e imunodiagnósticas; no 

qual resultados de previsão para similaridade com proteomas bovinos foram avaliados, 

número de epítopos conformacionais e lineares para linfócitos B, antigenicidade, 

número de epítopos de linfócitos T (ligantes de alelos BoLA); (ii) parâmetros 



46 

 

 

 

 

indesejáveis para expressão em E. coli; em que foram previstos parâmetros relacionados 

à ausência de sinalização para excreção por vias clássicas ou não clássicas, tamanho da 

proteína, índice de estabilidade, GRAVY, solubilidade e presença de alças 

transmembrana. 

 

4.4 Cultivo de U. diversum, detecção, extração e quantificação de carboidratos do 

polissacarídeo capsular 

 

4.4.1 Crescimento e expansão da cultura de ureaplasma 

 Baseando-se nos agrupamentos formados pela proximidade filogenética após o 

seqüenciamento 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 referência 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 ºC (RUHNKE e ROSENDAL, 1994). Na fase de 

crescimento logarítmico (com base em mudança colorimétrica), aproximadamente após 

12 horas de cultivo, cada cultura foi expandida, sucessivamente e respeitando os 

períodos de crescimento para 20 mL, 200 mL até 2 litros. Após 3 dias de cultivo e 

expansão, as amostras foram centrifugadas a 10000 rpm por 1 hora para formação do 

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

 

4.4.2 Presença de cápsula 

A presença de cápsula nas espécies de ureaplasma foi confirmada por 

microscopia eletrônica de transmissão, como descrita por Almeida e Rosenbusch 

(1991), com modificações. Os isolados foram primeiramente cultivados em 50 mL de 

meio UB. Os ureaplasmas foram sedimentados por centrifugação a 20.600 g por 30 min, 

sendo o sedimento homogeneizado em tampão cacodilato 0,01 M com 3% de 

glutaraldeído e 0.2% de vermelho de ruteno (pH 7,4). Os microrganismos foram lavados 

cinco vezes com tampão cacodilato 0.05 M, fixados com 1% de tetróxido de ósmio, 

desidratados com gradiente de etanol e tratado com resina Spurr (Electron Microscopy 

Sciences, Fort Washington, USA). Os cortes ultrafinos foram analisados em 

Microscópio Eletrônico de Transmissão JEOL 1010. 
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4.4.3 Extração do polissacarídeo capsular 

O protocolo utilizado para extração da cápsula de Ureaplasma diversum foi 

baseado em Rurangirwa et al. (1987), com modificações. A cápsula foi extraída 

exclusivamente do pellet celular para minimizar os riscos de contaminação com os 

polissacarídeos 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 centrifugação 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 proteináceo. As fases aquosa e orgânica foram 

separadas por centrifugação a 5000 rpm por 1 hora. A fase aquosa (contendo CPS e 

ácidos nucléicos) foi removida e o material interfacial e orgânico (contendo a maior 

contaminação protéica) foi descartado. A extração com fenol foi repetida na fase aquosa 

até que esta aparentasse transparente. Adicionou-se à fase aquosa 20 µL de DNase I e II 

(2500 U/mL) e 100 µg de RNase A, seguido de incubação a 37°C por 18 horas. Após 

este período, adicionou-se SDS para uma concentração final de 0,5%, e 100 µg de 

proteinase K e incubado a 45°C por 24 horas. No dia seguinte, um volume igual de 

fenol/clorofórmio foi adicionado e, após homogeneização, as fases foram separadas por 

centrifugação a 5000 rpm por 10 minutos. A fase aquosa foi retida e adicionou-se um 

volume de clorofórmio igual ao do extrato, seguido por centrifugação a 5000 rpm por 

30 minutos. O polissacarídeo capsular foi precipitado pela adição de 1/10 de volume de 

acetato de sódio a 3 M e adição 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 µL de água destilada, seguido de centrifugação a 14000 rpm por 3 minutos. O 

sobrenadante foi coletado e armazenado a -20°C.  

 

4.4.4 Quantificação de carboidratos do polissacarídeo capsular 

 A quantidade de carboidratos no extrato foi mensurada pela metodologia de 

fenol-ácido sulfúrico descrita por Dubois et al. (1956). Uma curva padrão foi obtida 

utilizando glicose como referência para posterior estimativa da quantidade de açucares 

total das amostras 10T, 72.1, 234, GOTA, 174, 805 e ATCC 49782. Foram preparadas 

soluções padrão de glicose por diluições seriadas (a partir de uma solução a 0,1mg/mL) 
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nas concentrações de 5, 10, 15, 20, 25 µg.ml-1, além do branco usando água destilada. 

Para cada amostra a determinação foi realizada em triplicata. Uma alíquota de 0,05 ml 

das soluções a serem analisadas foi transferida para tubos de ensaio de vidro, adicionado 

de 0,15 mL de água destilada, 0,2 mL de solução de fenol 5% e agitado suavemente. Em 

seguida adicionou-se 1,0 mL de H2SO4 concentrado diretamente sobre a amostra e 

homogeneizado suavemente. Em seguida, a amostra foi incubada por 15 minutos em 

temperatura ambiente para o resfriamento da solução. Após o preparo de todos os 

padrões e amostras, foram realizadas leituras em espectrofotômetro no comprimento de 

onda de 490nm, em cubetas de quartzo, para gerar a curva de calibração e quantificar 

cada amostra.  

 

4.4.5 Avaliação da composição do polissacarídeo capsular 

Para avaliar a composição do monossacarídeo, cada polissacarídeo foi 

hidrolisado com 300 μL de 2 mol/L de ácido trifluoroacético, a 100 °C por 8 horas. As 

amostras foram secas sob fluxo de nitrogênio e, em seguida, dissolvidas em 300 μL de 

água e o pH foi elevado para 8 por adição de NH4OH. As amostras foram reduzidas 

com NaBH4 à temperatura ambiente por 4 horas, em seguida, a resina catiônica foi 

adicionada para remover os sais, as amostras foram secas sob corrente de nitrogênio e 

seguido pelo processo de dissolução/secagem em metanol (500 μL, x 3) para remover o 

resíduo borato. Os produtos de alditol foram acetilados pela adição de 200 μL de 

anidrido acético-piridina (1:1, v/v), mantidos overnight em temperatura ambiente. 

Metanol (200 μL) foi adicionado para interromper a reação e as amostras foram secas 

sob corrente de nitrogênio. Os acetatos de alditol foram analisados por cromatografia 

gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS — Varian, modelo Saturn 2000) 

com analisador Ion Trap. A cromatografia foi desenvolvida em coluna capilar de sílica 

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 monossacarídeos (como acetatos de alditol) foram identificados com base em seus 

espectros de massa na ionização de elétrons (EI, 70eV) e padrões autênticos (Sigma-

Aldrich). 
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4.5 Avaliação da imunogenicidade do polissacarídeo capsular 

 

4.5.1 Produção de anticorpos policlonais 

O experimento com camundongos foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de 

Animais (CEUA) da Universidade Federal da Bahia - Instituto Multidisciplinar de 

Saúde, Campus Anísio Teixeira (processo número: CEUA-IMS/CAT-UFBA - 

085/2019). A indução da produção 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 alimentação e água ad libitum. 

Um grupo de 8 camundongos não foram inoculados constituindo o grupo controle (pré-

imune). Grupos de 4 camundongos Balb/c foram inoculados por via subcutânea 

(FIOCRUZ, 2008), com 0,5 µg de CPS em solução salina usando adjuvante incompleto 

de Freund (SigmaAldrich®) (v/v). Duas inoculações subsequentes com quantidades 

iguais de polissacarídeo capsular e adjuvante incompleto de Freund (Sigma-Aldrich®) 

foram realizadas em intervalos de duas semanas. A coleta de sangue pós-imunizações 

foi realizada a cada quinze dias e os soros obtidos foram armazenados a -20 ºC (Figura 

03) 

Figura 3 – Modelo experimental da produção de anticorpos policlonais. 

 

Legenda: Os anticorpos policlonais foram produzidos pela imunização dos camundongos 

Balb/c com o polissacarídeo capsular das amostras ATCC 49782, 10T, 72.1, 234, GOTA, 174, 

805. 
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4.5.2 Avaliação da cinética de produção de anticorpos policlonais antipolissacarídeo 

capsular 

A metodologia de ELISA indireta foi utilizada para avaliar a cinética de 

imunização (títulos de antipolissacarídeo capsular). Os ensaios ELISA foram realizados 

revestindo placas de 96 poços (Corning COSTAR) com 50, 100 e 200 ng dos diferentes 

polissacarídeos capsulares em tampão carbonato-bicarbonato pH 9,6 por 16 horas a 4 

°C, em câmara úmida. Em seguida, a placa foi lavada cinco vezes com PBS - Tween 20 

(0,05%). Ligações inespecíficas foram bloqueadas por uma hora a 37 °C com 10% de 

leite desnatado em PBS. As placas foram lavadas com PBS - Tween 20 (0,05%) e os 

soros de camundongos com anticorpos anti-polissacarídeo capsular foram adicionados 

em diferentes diluições (1:50, 1:100, 1:200 e 1:400) seguido de anticorpo secundário 

conjugado com peroxidase (goat anti-mice IgG, HRP conjugate -Invitrogen) diluído 

1:2000 em PBS contendo 5% de leite desnatado. Os poços foram lavados três vezes 

com 200 μL de PBS-T e adicionado 100 μL de solução de TMB (Novex, Life 

Technologies) por 15 minutos. A reação foi interrompida pela adição de 50 μL de ácido 

clorídrico 1 N, e a absorbância foi lida a 450 nm usando um leitor de microplaca.  

 

4.6 Ensaios de antigenicidade dos polissacarídeos capsulares 

  

4.6.1 Coleta de sangue periférico bovino  

A coleta do sangue periférico bovino foi realizada por médico veterinário de 

acordo com as disposições de ética para pesquisa animal. O estudo foi submetido ao 

Comitê de Ética no Uso de Animais do Instituto Ciências Biomédicas da 

Universidade de São Paulo e aprovado pelo protocolo nº16/2017. Amostras de 70 ml de 

sangue periférico foram coletadas da veia jugular de 10 vacas clinicamente 

saudáveis em tubos de coleta de sangue (BD Vacutainer®) com EDTA, através de 

punção venosa (GONDAIRA et al., 2015). As amostras de sangue foram mantidas à 

temperatura ambiente, transportadas ao laboratório e processadas em até 2 horas após, 

para o ensaio de proliferação de linfócitos e de resposta de monócitos/macrófagos. 

 

4.6.2 Ensaio de proliferação de linfócitos  

Concentrações determinadas de PBMC bovinos foram analisadas para a 

proliferação de linfócitos totais. As células foram marcadas com Carboxy 
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Fluorescein diacetate Succinimidyl Ester (CFSE), de acordo com as instruções do 

fabricante (Invitrogen). Incubou-se por 20 min a 37 ° C e 5% de CO2 e as células foram 

então centrifugadas a 1500 rpm durante 10 minutos e ressuspensas em meio RPMI-1640 

completo. O número de células foi ajustado para 1x10
6
 células/mL, dispensadas em 

triplicata placas de cultura de células Costar de 24 poços (Corning) e estimuladas com 

o exopolissacarídeo capsular das amostras 10T, 72.1, 234, GOTA, 174, 805 e ATCC 

49782. Concanavalina A (ConA, Sigma-Aldrich) a 5,0 μg / mL e PBS pH 7,4 foram 

usados como controles positivo e negativo, respectivamente. Após 72 horas de 

exposição, as células foram transferidas para tubos de citometria e centrifugadas a 3500 

rpm por 7 minutos e ressuspendidas a 200 µL de solução de fixação por 20 minutos ao 

abrigo da luz a 4 ºC para avaliação em citômetro de fluxo. Foram adquiridos 50000 

eventos, utilizando o programa Cell Quest (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). A 

análise foi realizada pelo software FlowJo (versão 7.6.5. TreeeStar, OR, USA).  

 

4.6.3 Avaliação de resposta imunológica in vitro de monócitos/macrófagos  

 

4.6.3.1 Isolamento de monócitos bovinos  

O sangue periférico foi diluído na proporção 1:1 com PBS 1x; (pH 7,4) e 

10 mL da diluição 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 à temperatura ambiente por 20 minutos e as células 

mononucleares, presentes na interface Ficoll/plasma, foram removidas e lavadas duas 

vezes com PBS em rotação 1250 x g por 10 minutos. Para isolamento dos monócitos as 

células mononucleares foram ressuspendidas em uma solução A (5 mL de RPMI 

contendo 10% de soro fetal bovino (Gibco, Brasil)) e esta solução foi lentamente 

adicionada a 5 mL de solução 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, 20ºC. Os monócitos 

presentes na interface formadas entre as soluções foram coletados e o pellet contendo os 

linfócitos foi descartado. A contagem das células foi realizada em câmara de Newbauer, 

a viabilidade celular foi avaliada com Azul de Tripan 0,1%. Após contagem a 

concentração celular foi ajustada para 4x10
5 

célula/mL
 
por

 
meio da adição PPMI 

suplementado (10% de soro fetal bovino. 100 U/mL de penicilina e bicarbonato) 

(CRUZ, 2010). As culturas foram utilizadas 24 horas após o isolamento. A 
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diferenciação de monócitos em macrófagos aderentes foi confirmada por microscopia 

(ALMEIDA et al., 1992; GONDAIRA et al., 2015).  

 

4.6.3.2 Inoculação de macrófagos com os polissacarídeos capsulares 

Macrófagos bovinos foram incubados por 2 e 6 horas com concentrações 

específicas do polissacarídeo capsular extraído de 7 cepas de U. diversum (10T, 72.1, 

234, GOTA, 174, 805 e ATCC 49782),. Como controle negativo outra suspensão de 

macrófagos foi exposta ao PBS (1x). O controle positivo consistiu na exposição de 

100µg/mL de LPS em outra suspensão de macrófagos. Após o cultivo dos macrófagos, 

o sobrenadante dos poços das microplacas foi destinado à dosagem de óxido nítrico. As 

células foram lavadas, removidas da placa de cultivo, homogeneizadas em RNAlater™ 

e congeladas a -70 ° C para posterior extração de mRNA (LEWANDOWSKA-SABAT, 

2013). 

 

4.6.3.3 Extração de mRNA de macrófagos bovinos 

O mRNA das células foi extraído utilizando o PicoPure RNA isolation kit, de 

acordo com as instruções do fabricante. As amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm 

por 5 minutos e incubadas com 1,0 mL de Trizol à temperatura ambiente para a 

completa dissociação dos complexos nucleoproteicos. Duzentos microlitros de 

clorofórmio foram adicionados, incubado a temperatura ambiente por 2 minutos e 

centrifugação a 14.000 rpm por 15 minutos a 4°C. Após a centrifugação e separação das 

fases, 600 µL da fase aquosa (contendo o mRNA) foi coletado e, sobre esta fase, foi 

adicionado igual volume de álcool 70%. A amostra preparada foi transferida para uma 

coluna de purificação acoplada a um microtubo. Após centrifugação e descarte do 

liquido drenado a coluna foi lavada com tampões de lavagem. Posteriormente a coluna 

foi transferida para outro microtubo e foi adicionando 30 µL de H2O livre de RNase 

(eluente). A coluna spin foi centrifugada, descartada e o mRNA eluído foi quantificado 

em NanoDrop e imediatamente processado para síntese de cDNA. 

 

4.6.3.4 Síntese de cDNA 

A síntese de cDNA foi realizada por meio da reação de transcriptase reversa 

utilizando o kit SuperScript IV Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific). Aos 

mRNAs foram adicionados a solução do mix A (1 µL de oligo dT, 1 µL de dNTP (10 
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mM) e água livre de RNase para um volume final de 12 µL) e incubadas a 60 ºC por 1 

minuto seguido de centrifugação de 14000 rpm por 30 segundos. Posteriormente foi 

adicionado o mix B (1 µL de tampão 10X First-Strand, 2 µL de DTT, 1 µL de 

RNaseOUT
TM

, 1 µL 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 ºC para posterior 

analise da expressão gênica. 

 

4.6.3.5 Expressão gênica de marcadores inflamatórios 

A partir do o cDNA sintetizado, foi realizado PCR quantitativa (qPCR), com 

primers específicos para avaliar a expressão gênica das citocinas IL-1β e TNF-α, dos 

TLRs 2 e 4 (GARCIA et al., 2015) e iNOS (TESFAYE et al., 2006). A reação 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 reação para 

observar a especificidade da amplificação. Os dados foram analisados pelo método 

comparativo (2
ΔΔCt

) (LIVAK e SCHMITTGEN, 2001) e a normalização foi realizada 

com base na expressão de GAPDH (GARCIA et al., 2015). 

 

4.6.3.6 Dosagem de óxido nítrico 

Para a dosagem do NO foi utilizada a reação colorimétrica de Griess (STUEHR 

e NATHAN, 1989; TSIKAS, 2007), que consiste na detecção de nitrito (NO
2-

), 

resultante da oxidação do NO nos sobrenadantes de cultura previamente coletados. Foi 

adicionado em uma microplaca de 96 poços 50µl do sobrenadante de cada cultura 

(padrões, controles e amostras), adicionados a 0,1% de solução de reagente de Griess 

[50 μL de N- (1-naftil) etilenodiamina 3,9 mM em ácido fosfórico a 5% (v / v))] e 

incubados no escuro em temperatura ambiente por 10 minutos. A solução de 

sulfanilamida (1% em ácido fosfórico) foi adicionada à mistura e a absorbância foi 

medida a 540 nm por um leitor de microplaca (iMark ™ Microplate Absorbance Reader 

Bio-Rad). Soluções padrão de nitrato de sódio (0,1 mM) foram usadas para construir 

uma curva padrão para determinar as concentrações reais nas amostras. A absorbância 

das diferentes amostras foi comparada com a curva-padrão de NaNO2 cujos valores 

utilizados para cálculo foram de 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56 e 0,78 µM. 
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4.7 Tratamento Estatístico  

A análise estatística foi obtida utilizando o programa GraphPad-Prism 5.0 para 

Windows (GraphPad Softwear, san Diego, CA-USA) utilizando os testes estatísticos 

adequados ao estudo. Os critérios de normalidade foram avaliados pelo teste de 

normalidade Shapiro-Wilk. Um teste de análise de variância (ANOVA) unilateral com o 

teste de Bonferroni foi usado nos casos em que os dados foram normalmente 

distribuídos. O teste não paramétrico de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn foi 

usado caso esses dados não preenchessem os critérios de normalidade. Os resultados 

foram expressos como a média ± erro padrão da média (SEM). O valor da probabilidade 

(p) foi considerado estatisticamente significativo quando p <0,05 utilizando um 

intervalo de confiança de 95%. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Análise de distribuição e diversidade gênica da glicosiltransferase (UD216) em 

isolados clínicos 

 

5.1.1 Amplificação do gene codificador da glicosiltransferase (UD216) das amostras de 

isolados clínicos de U. diversum 

Verificou-se que 56,5 °C foi a temperatura ótima de amplificação para melhor 

amplificação do gene alvo UD216, respectivamente. Os primers utilizados neste estudo 

apresentaram desempenho satisfatório nas PCRs, gerando produtos que podem ser 

diferenciados em gel de eletroforese (figura 04). 

Figura 4. Eletroforese dos produtos de PCR do gene UD216 

 

Legenda. Eletroforese em gel de agarose a 1% dos produtos de reações 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 Distribuição da glicosiltransferase em isolados de U. diversum 

 Após 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 São Paulo (n=24) foram positivas, assim como 60% das amostras 

originadas do estado da Bahia (n=25). A distribuição das amostras positivas foi 

homogênea em todos os estados de origem dos isolados (Figura 05). 

 

 

 

 

 

924 pb (UD216-Glicosiltransferase) 



56 

 

 

 

 

Figura 5. Distribuição do gene codificador da glicosiltransferase (UD216) no Brasil 

 

Legenda. Distribuição do gene codificador da glicosiltransferase (UD216) entre os 

isolados de U. diversum testados com PCR convencional em diferentes estados 

brasileiros. 

 

5.2 Análise intra-específica do gene codificador da glicosiltransferase (UD216) 

O gene UD216, apresentou polimorfismos, inserções e deleções em algumas 

regiões. A sequência completa do gene codificador da glicosiltransferase da cepa de 

referência de U. diversum, (número de acesso no GenBank: CP009770), foi utilizada 

para as comparações e alinhamento usando a ferramenta de alinhamento de sequência 

múltipla ClustalW (tabela 4). Esta sequência contém 264 nucleotídeos. Os 

polimorfismos nos nucleotídeos (Adenina, A; Citosina, C; Guanina, G; Timina, T) 

foram identificados com base em sua posição no gene UD216 e indicados como Y = T / 

C, R = A / G, M = A / C, K = G / T, W = A / T e S = G / C (União Internacional de 

Bioquímica e Biologia Molecular, IUBMB). A transversão A/T (W) foi encontrada na 

maioria dos isolados, principalmente entre as posições 140 e 155. Transversões foram 

observadas em 131 posições de nucleotídeos, enquanto as transições foram observadas 
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em 41 posições de nucleotídeos. As transições A/G (R) e T/C (Y) foram observadas em 

36 e 5 posições de nucleotídeos cada, respectivamente. A transversão A/T (W) foi a 

mais detectada, em 104 posições de nucleotídeos. As transversões A/C (M) e G/T (K) 

foram observadas em 13 e 12 posições de nucleotídeos, nessa ordem. A transversão G/C 

(S) foi observada apenas em 3 posições de nucleotídeos.  

A árvore filogenética (Figura 6) demonstra a proximidade genética entre 

isolados coletados nas mesmas propriedades. Em alguns ramos da árvore, com 

confiabilidade maior que 98%, foram formados diferentes grupos. O grupo 1 

compreende as amostras obtidas de sêmen congelado em um centro de inseminação 

artificial (16T, 13T, 12T, 10T, 7T, 5T) do estado de São Paulo; grupo 2 são 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 São 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 

produção e tipificação dos polissacarídeos produzidos por esses microrganismos.  
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Tabela 04 – Polimorfismos entre as seqüências do gene UD216 (glicosiltransferase) de isolados de U. diversum e sequencia depositada no GenBank 

Cepa 
68 85 86 87 88 92 93 96 97 99 100 105 140 141 142 143 144 145 146 147 148 149 150 151 152 153 154 155 159 16 161 162 166 170 171 172 173 198 210 

ATCC T A A A C C T G C A G A T T T T A A G A A T T G T A A A A A C T G C T A G C A 

100 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

102 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

10T - - - M - - - - - - - W - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - R - - - - R W 

111 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

12T - - - M - - - - - - - W - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - R - - - - Y W 

133 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

13T - - - M - - - - - - - W - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - R - - - - Y W 

16T - - - M - - - - - - - W - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - R - - - - Y W 

7T - - - - - - - - - - - W - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - R - - - - Y W 

5T - - - M - - - - - - - W - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - R - - - - Y W 

174 K - - - - - - - - - - - - - K - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

234 - - G R - - - - - - - - W W W W - - - - - - - - - - - - - - - - R S K R K - - 

239 - - G R - - - - - - - - W W W W - - - - - - - - - - - - - - - - R S K R K - - 

249 - - G R - - - - - - - - W W W W - - - - - - - - - - - - - - - - R S K R K - - 

34 - - - - - - - - - - - - W W W W - - - - - - - - - - - - - - - - R - - - - - - 

35 - - - - - - - - - - - - W W W W - - - - - - - - - - - - - - - - R - - - - - - 

37 - - - - - - - - - - - - W W W W - - - - - - - - - - - - - - - - R - - - - - - 

47 - - - - - - - - - - - - W W W W - - - - - - - - - - - - - - - - R - - - - - - 

52 - - - - - - - - - - - - W W W W - - - - - - - - - - - - - - - - R - - - - - - 

59 - - - - - - - - - - - - W W W W - - - - - - - - - - - - - - - - R - - - - - - 

64 - - - - M M W R M W R - W W W W - - - - - - - - - - - - - - - - R - - - - - - 

72.1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - R - - - - - - 

72.2 - - - - - - - - - - - - - - - - W W K W W W W W W W W W - - - - R - - - - - - 

73 - - - - - - - - - - - - - - - - W W K W W W W W W W W W - - - - R - - - - - - 

805 - - - M - - - - - - - - - - - - W W K W W W W W W W W W W W M W - - - - - - - 

81 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - R - - - - - - 

84 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - R - - - - - - 

93 - - - - - - - - - - - - - - - - W W K W W W W W W W W W - - - - R - - - - - - 

94 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - R - - - - - - 

95 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - R - - - - - - 

9653 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - W W M W - - - - - - - 

98 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - R - - - - - - 

A203 - M - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - R - - - - - - 

BA78 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - R - - - - - - 

GOTA - - - - - - - - - M - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
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Figura 06 – Árvore filogenética obtida com o sequenciamento do gene UD216 de 

Ureaplasma diversum. 

Legenda – Árvore filogenética obtida com o sequenciamento do gene UD216 (5’- 3’) 

dos isolados de U. diversum e da cepa de referência ATCC 49782 de U. diversum 

depositada no GenBank. O método de construção foi calculado pelo algoritmo 

―Neighbor-Joining‖ com ―Bootstrap‖ de 1.000 repetições. 
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5.3 Análises in sílico do gene da glicosiltransferase (UD216) em isolados de U. 

diversum 

 

5.3.1 Análises in sílico da sequencia depositada no GenBank do gene da 

glicosiltransferase (UD216) da cepa de referencia ATCC49782 

A sequência da glicosiltransferase (UD216) possui 307 resíduos de aminoácidos, 

com peso molecular estimado de 36,2 kDa. A sequência analisada foi avaliada pelo 

web-software IEDB Analysis Resource para predições de: beta-turn, acessibilidade e 

epítopos lineares e conformacionais de células B. A tabela 5 e figura 7 apresentam a 

caracterização da sequência analisada. Além disso, a sequência foi avaliada pelo 

algoritmo SAPS, que identificou que a sequência de glicosiltransferase (UD216) não 

possui segmentos hidrofóbicos nem transmembranares.  

 

Tabela 05 - Comparação entre softwares para predições de peptídeo sinal e predições 

da topologia das proteínas de membrana descritas nesse estudo. 

 

Softwares UD 216 

Psortb
a 

- 

TMPRED
b 

156in-175out (20) 

228in-249out (22) 

165out-181in (17) 

CCTOP
b 

22 

TOPCONS - 

TopPred
 

In-out
d 

DAS 

Ausência de 

sequência 

transmembrânica 

TMHMM
 

Out
c 

Notas: 
a 
Localização proteica foi predita usando o web-software PSORTb: (IM) 

indiretamente ligada à membrana. 
b 

Aminoácidos inseridos na membrana (direção e tamanho). 
c 
A proteína está localizada fora da célula. 

d 
A proteína está direcionada a partir da membrana para o meio 

extracelular. 
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Figura 07 - Predições pelo web-software IEDB Analysis Resource e CBTOPE. 

>UD 216 

MLLSILFHVS KNANHLQANL SGFLDFVLKH PKQVELILVD DASDSQVLRI 

VKQTIDPSKH KIKYIYLNHQ LGHAYAYNLA TKHARGKYVW YTGSFNVLNR 

DLEDSLLKQV HEDFDVISFN LADDVNKATT AVHTTFSPEM IINYWESISN 

KIINRAWLVA NDISFAYGKW FPALFNFALF KNFKTWKHMD ACLLANTKQD 

CVIYNIYDLL QQIKPLYQAF VNNSWKDVYN QELCYWATGI CLHTFMRQIY 

KIYSNEDVDQ IKDKEQLNII QNACENALKY LQTYFSNYAS NKYVKKYQNR  

LFKYFLK 

Legenda - Predições de beta-turn (aminoácidos sublinhados), antigenicidade (itálico), 

acessibilidade (negrito) e epítopos lineares (marcados em cinza) e conformacionais 

(aminoácidos em vermelho) para células B.  

 

5.3.2 Análise in silico da presença de epítopos para linfócitos B e T das sequencias dos 

isolados clínicos de U. diversum 

Os resultados da predição de epítopos de células B conformacionais e lineares 

das amostras sequenciadas neste estudo exibem o número de regiões em valores 

absolutos e a porcentagem total de aminoácidos nas regiões de epítopos. Todas as 

proteínas possuem epítopos conformacionais para linfócitos B, conforme demonstrado 

na tabela 06. O número de regiões antigênicas variou de 18 nas amostras coletadas de 

sêmen em uma central de inseminação artificial (5T, 7T, 10T, 12T, 13T, 16T) a 28 nas 

amostras de ureaplasma 805 e 9653. As proteínas com porcentagens mais baixas e mais 

altas de aminoácidos nas regiões antigênicas foram, respectivamente, as amostras de 

sêmen (22%) e as amostras 111 e 133 (27,7%). Na predição de epítopos lineares, o 

número de regiões antigênicas variou entre 5 (12 amostras), 6 (17 amostras) e 7 (sete 

amostras). As sequencias com a maior porcentagem de aminoácidos nas regiões 

antigênicas foram 234, 239 e 249 (32,2%). Nenhuma das 36 sequências avaliadas foram 

previstas como antigênicas (pontuação maior ou igual a 0,5 no servidor VaxiJen).  
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Tabela 06 - Predição de antígenos conformacionais e lineares de linfócitos B e predição 

em antígenos de U. diversum. 

Amostra CBTOPE BEPIPRED (VaxiJen) 

Absol. AA TOTAL % Absol. AA TOTAL % Antigen. 

5T 19 66 298 22,1 6 83 298 27,9 0.3917 

7T 18 67 304 22,0 5 75 304 24,6 0.3917 

10T 18 67 304 22,0 5 75 304 24,6 0.3917 

12T 18 67 304 22,0 5 75 304 24,6 0.3917 

13T 18 67 304 22,0 5 75 304 24,6 0.3917 

16T 18 67 304 22,0 5 75 304 24,6 0.3917 

34 23 81 307 26,4 6 95 307 30,9 0.4003 

35 23 81 307 26,4 6 95 307 30,9 0.4003 

37 23 81 307 26,4 6 95 307 30,9 0.4003 

47 23 81 307 26,4 6 85 307 27,7 0.4044 

52 23 81 307 26,4 6 94 307 30,6 0.3860 

59 23 81 307 26,4 6 87 307 28,3 0.3978 

64 23 81 307 26,4 6 87 307 28,3 0.3978 

72.1 26 84 309 27,2 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 27,2 6 88 309 28,5 0.4447 

81 23 77 307 25,0 6 98 307 31,9 0.3965 

84 25 81 309 26,2 6 92 309 29,8 0.4362 

93 23 77 307 25,0 5 86 307 28,0 0.4005 

94 23 77 307 25,0 5 86 307 28,0 0.4005 

95 23 77 307 25,0 5 86 307 28,0 0.4005 

98 23 77 307 25,0 5 86 307 28,0 0.4005 

100 24 84 307 27,4 7 90 307 29,3 0.3778 

102 24 84 307 27,4 7 90 307 29,3 0.3778 

111 25 85 307 27,7 7 95 307 30,9 0.3750 

133 25 85 307 27,7 7 95 307 30,9 0.3750 

174 24 83 307 27,0 6 86 307 28,0 0.3862 

234 23 84 307 27,4 7 99 307 32,2 0.4082 

239 23 84 307 27,4 7 99 307 32,2 0.4082 

249 23 84 307 27,4 7 99 307 32,2 0.4082 

805 28 72 306 23,5 5 72 306 23,5 0.3545 

9653 28 72 306 23,5 5 72 306 23,5 0.3545 

ATCC497

82 

24 77 307 25,0 6 98 307 31,9 0.3965 

A203 24 79 307 25,7 6 98 307 31,9 0.3982 

BA78 24 77 307 25,0 6 98 307 31,9 0.3965 

GOTA 21 81 307 26,4 5 92 307 30,0 0.3790 

Msp5* 19 - - 45,2 5 - - 43,3 0,5100 

* Mapeamento de epítopos de linfócitos B e previsão de antigenicidade também foram 

realizados para o peptídeo Msp5 ESXA_MYCBO de A. marginale 
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Nas análises dos ligantes ao complexo principal de histocompatibilidade de 

classe I (MHCI) das amostras sequenciadas neste estudo, as sequencias mostraram pelo 

menos uma ligação para os oito alelos de antígenos de linfócitos bovinos MHCI 

analisados (BoLA) (Tabela 07). O número máximo de ligações estava entre os epítopos 

das amostras de sêmen (5T, 7T, 10T, 12T, 13T, 16T), ao alelo BoLAT2C (27 ligações). 

Dentre os alelos avaliados, o alelo BoLA-6*04101 exibiu menos ligações as sequencias 

avaliadas. 

Tabela 07 - Predição de epítopos para linfócitos TCD8+ ligantes para diferentes alelos 

BoLA. 
Amostra BoLA-1 

*02301 

BoLA-3 

*00201 

BoLA-2 

*01201 

BoLA-6 

*01301 

BoLA-3 

*00101 

BoLA-6* 

04101 

BoLAT2C BoLA – 

T5 

5T 20 13 14 12 15 8 27 18 

7T 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 epítopos de linfócitos TCD8 + também foi realizado para o 

antígeno tp2 de Theileria parva  
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5.3.3 Avaliação das características para expressão heteróloga em Escherichia coli 

 Parâmetros como peso molecular (PM), índice de instabilidade, índice alifático, 

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

antígenos de U. diversum das amostras sequenciadas neste estudo.  

 

Tabela 08 - Propriedades físico-químicas determinadas por ProtParam, Protein-Sol e 

SOLpro. 

Amostra 

Protparam Ptn-sol 

Predicted 

scaled 

solubility: 

SOLpro N aa PM Inst 

index 

Estab  GRAVY 

5T 304 35.6 37.55 Estável  -0.023 0.214 Insolúvel  

7T 304 35.6 37.55 Estável -0.023 0.214 Insolúvel  

10T 304 35.6 37.55 Estável  -0.023 0.214 Insolúvel  

12T 304 35.6 37.55 Estável  -0.023 0.214 Insolúvel  

13T 304 35.6 37.55 Estável  -0.023 0.214 Insolúvel  

16T 304 35.6 37.55 Estável  -0.023 0.214 Insolúvel  

34 307 36.3 29.44 Estável -0.292 0.247 Insolúvel  

35 307 36.3 29.44 Estável -0.292 0.247 Insolúvel  

37 307 36.3 29.44 Estável -0.292 0.247 Insolúvel  

47 307 36.3 29.17 Estável -0.291 0.241 Insolúvel 

52 307 36.3 28.95 Estável -0.288 0.245 Insolúvel 

59 307 36.3 29.08 Estável -0.286 0.242 Insolúvel 

64 307 36.3 29.08 Estável -0.286 0.242 Insolúvel 

72.1 309 36.4 29.68 Estável -0.198 0.250 Insolúvel 

72.2 309 36.4 29.68 Estável -0.198 0.250 Insolúvel 

73 309 36.4 29.68 Estável -0.198 0.250 Insolúvel 

81 307 36.2 29.12 Estável -0.258 0.246 Insolúvel 

84 309 36.4 28.91 Estável -0.188 0.229 Insolúvel 

93 307 36.1 29.40 Estável -0.248 0.221 Insolúvel 

94 307 36.1 29.40 Estável -0.248 0.221 Insolúvel 

95 307 36.1 29.40 Estável -0.248 0.221 Insolúvel 

98 307 36.1 29.40 Estável -0.248 0.221 Insolúvel 

100 307 36.1 29.70 Estável -0.262 0.219 Insolúvel 

102 307 36.1 29.70 Estável -0.262 0.219 Insolúvel 

111 307 36.1 27.44 Estável -0.264 0.222 Insolúvel 

133 307 36.1 27.44 Estável -0.264 0.222 Insolúvel 

174 307 36.0 27.44 Estável -0.264 0.244 Insolúvel 

234 307 36.3 31.76 Estável -0.249 0.220 Insolúvel 

239 307 36.3 31.76 Estável -0.249 0.220 Insolúvel 

249 307 36.3 31.76 Estável -0.249 0.220 Insolúvel 

805 306 35.6 28.08 Estável -0.260 0.217 Insolúvel 

9653 306 35.6 28.08 Estável -0.260 0.217 Insolúvel 

ATCC49782 307 36.2 29.12 Estável -0.258 0.246 Insolúvel 

A203 307 36.1 30.02 Estável -0.251 0.217 Insolúvel 

BA78 307 36.2 29.12 Estável -0.258 0.246 Insolúvel 

GOTA 307 36.1 29.17 Estável -0.251 0.205 Insolúvel 

 

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

36,4 kDa (quilodalton). As sequencias com o 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 

sêmen 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 índice é inferior a 40, as proteínas são consideradas estáveis, concordando 

com a predição de estabilidade. O parâmetro GRAVY foi estudado para avaliar 

hidrofobicidade, mas nenhuma das sequencias exibiram resultado positivo. Quanto à 

solubilidade, todas as sequencias foram classificadas como insolúveis, tanto no 

programa Protein-Sol quanto em SOLpro. 

 

5.3.4 Avaliação da presença de sinal para excreção pelas vias clássicas e não clássicas 

A análise da secreção clássica mediada por peptídeo sinal foi realizada por 

SignalP5. Este servidor previu baixa probabilidade de peptídeo sinal em todas as 36 

sequencias estudadas, para nenhum dos 3 sítios de clivagem avaliados (sec/SPI, 

Tat/SPI, sec/SPII) (Tabela 09). De acordo com o preditor TMHMM, nenhuma 

sequencia possuía loops transmembranares, em que todas as sequencias encontram-se 

na região exterior, sendo 23 delas classificadas como citoplasmáticas pelo PSortB.  
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Tabela 09 - Predição de peptídeo sinal, presença de alça transmembrânica e localização 

subcelular. 

Amostra 

Signal P 

SecretomeP 

score 
TMHMM PSortB DOLOP Signal 

peptide 

(Sec/SPI) 

TAT 

signal 

peptide 

(Tat/SPI) 

Lipoprotein 

signal 

peptide 

(Sec/SPII) 

Other 

5T 0.0201 0.0011 0.002 0.9767 0.349547 0/outside Unknown - 

7T 0.0201 0.0011 0.002 0.9767 0.349547 0/outside Unknown - 

10T 0.0201 0.0011 0.002 0.9767 0.349547 0/outside Unknown - 

12T 0.0201 0.0011 0.002 0.9767 0.349547 0/outside Unknown - 

13T 0.0201 0.0011 0.002 0.9767 0.349547 0/outside Unknown - 

16T 0.0201 0.0011 0.002 0.9767 0.349547 0/outside Unknown - 

34 0.0175 0.0008 0.0022 0.9796 0.168799 0/outside Cytoplasmic - 

35 0.0175 0.0008 0.0022 0.9796 0.168799 0/outside Cytoplasmic - 

37 0.0175 0.0008 0.0022 0.9796 0.168799 0/outside Cytoplasmic - 

47 0.0175 0.0008 0.0022 0.9796 0.146693 0/outside Cytoplasmic - 

52 0.0175 0.0008 0.0022 0.9796 0.157614 0/outside Unknown - 

59 0.0175 0.0008 0.0022 0.9796 0.136166 0/outside Cytoplasmic - 

64 0.0175 0.0008 0.0022 0.9796 0.136166 0/outside Cytoplasmic - 

72.1 0.0124 0.0004 0.0018 0.9653 0.196983 0/outside Unknown - 

72.2 0.0124 0.0004 0.0018 0.9653 0.196983 0/outside Unknown - 

73 0.0124 0.0004 0.0018 0.9653 0.196983 0/outside Unknown - 

81 0.0156 0.0006 0.0018 0.962 0.165324 0/outside Cytoplasmic - 

84 0.0124 0.0004 0.0018 0.9653 0.178205 0/outside Unknown - 

93 0.0203 0.0009 0.0022 0.9767 0.163592 0/outside Cytoplasmic - 

94 0.0203 0.0009 0.0022 0.9767 0.163592 0/outside Cytoplasmic - 

95 0.0203 0.0009 0.0022 0.9767 0.163592 0/outside Cytoplasmic - 

98 0.0203 0.0009 0.0022 0.9767 0.163592 0/outside Cytoplasmic - 

100 0.0218 0.0009 0.0023 0.975 0.175743 0/outside Cytoplasmic - 

102 0.0218 0.0009 0.0023 0.975 0.175743 0/outside Cytoplasmic - 

111 0.0218 0.0009 0.0023 0.975 0.177116 0/outside Cytoplasmic - 

133 0.0218 0.0009 0.0023 0.975 0.177116 0/outside Cytoplasmic - 

174 0.0475 0.0017 0.0381 0.9127 0.186069 0/outside Cytoplasmic - 

234 0.0143 0.0007 0.002 0.963 0.246798 0/outside Cytoplasmic - 

239 0.0143 0.0007 0.002 0.963 0.246798 0/outside Cytoplasmic - 

249 0.0143 0.0007 0.002 0.963 0.246798 0/outside Cytoplasmic - 

805 0.0237 0.0013 0.0026 0.9724 0.203260 0/outside Unknown - 

9653 0.0237 0.0013 0.0026 0.9724 0.203260 0/outside Unknown - 

ATCC 

49782 
0.0156 0.0006 0.0018 0.962 0.165324 0/outside Cytoplasmic - 

A203 0.0223 0.0009 0.0026 0.9742 0.175636 0/outside Cytoplasmic - 

BA78 0.0156 0.0006 0.0018 0.962 0.165324 0/outside Cytoplasmic - 

GOTA 0.0192 0.0009 0.002 0.9779 0.153708 0/outside Cytoplasmic - 

  

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

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

preditor SecretomeP (excreção não mediada por peptídeo sinal), exibiram valores 

(score) significantes (maior que 0,5). 
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5.4 Detecção, quantificação e caracterização de carboidratos do polissacarídeo 

capsular 

 

5.4.1 Presença de cápsula 

As células de U. diversum, a partir de cultivo, apresentaram uma camada densa 

externa à 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 polissacarídico foi observado em 

menor intensidade, internamente a membrana celular, o que pode indicar uma secreção 

deste material momento do cultivo. 

Figura 08 - Microscopia eletrônica de células de U. diversum, 

Legenda - Microscopia eletrônica de células de U. diversum, obtidas no cultivo de isolados 

provenientes de amostras mucovulvovaginais e sêmen bovino, tratadas com vermelho de ruteno, 

evidenciando material polissacarídico.  
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5.4.2 Quantificação de carboidratos totais no polissacarídeo capsular 

A extração e quantificação do polissacarídeo capsular foram realizadas através 

da metodologia de fenol-ácido sulfúrico, obtendo assim o valor médio de 67,62 µg/mL 

de carboidratos totais. Na tabela 10 é possível verificar que a dosagem de carboidratos 

das amostras analisadas varia entre 49,80µg/ mL e 87,70µg/ mL. 

Tabela 10 - Quantificação de carboidratos presentes no polissacarídeo capsular de 

amostras de Ureaplasma diversum 

 

Amostra 
Concentração Carboidratos 

(µg/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 composição química 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 açúcares, não possuído apenas a xilose 

em sua composição. A glicose foi o açúcar em maior quantidade na composição da 

maioria das amostras, com exceção apenas na amostra 72.1, constituída 

majoritariamente por galactose. A ramnose foi encontrada nas amostras 174 e 234, 

enquanto a fucose apenas em 174. Os açúcares manose, galactose e glicose foram 

identificados em todas as amostras.  
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Tabela 11 - Caracterização dos carboidratos presentes no polissacarídeo capsular de 

amostras de Ureaplasma diversum 

 

Monossacarídeos 10T 72.1  234  GOTA  174  805  
ATCC 

49782  

Ramnose (%) 0,0 0,0 3,3 0,0 5,4 0,0 0,0 

Fucose (%) 0,0 0,0 0,0 0,0 8,4 0,0 0,0 

Arabinose (%) 0,0 12,6 1,0 5,6 5,8 5,2 6,5 

Xilose (%) 0,0 0,0 0,0 5,4 0,0 7,0 5,4 

Manose (%) 21,2 22,6 25,0 30,2 21,2 6,2 24,0 

Galactose (%) 19,9 33,5 12,5 20,3 20,4 30,2 17,3 

Glicose (%) 58,9 31,3 58,1 38,6 38,3 51,4 50,8 

 

5.5 Antigenicidade e Imunogenicidade do polissacarídeo capsular de U. diversum 

 

A imunogenicidade dos polissacarídeos capsulares foi avaliada por ELISA 

indireto pela produção de IgG. Os anticorpos foram produzidos em camundongos e a 

cinética de produção de anticorpos após 15, 30 e 45 dias foi avaliada pela produção de 

IgG após a inoculação de novas doses/reforços (Figura 9). Após 15 dias da inoculação, 

a amostra GOTA induziu maior resposta de anticorpos, em relação ao soro pré-imune, o 

que se manteve após 30 dias de inoculação. A produção dos anticorpos estabilizou-se no 

maior título após 30 dias de inoculação das amostras ATCC 49782 e 805. No entanto 

até 45 dias, após inoculação, não foi possível observar algum estímulo persistente para a 

indução de níveis significantes de anticorpos contra o polissacarídeo capsular dos 

ureaplasma estudados. Este resultado indica pouca imunogenicidade. No entanto, o 

polissacarídeo capsular, pode ser bastante antigênico, uma vez que a esta estrutura é um 

dos maiores fatores de virulência de U. diversum. 
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Figura 09 - Análise da reatividade de anticorpos policlonais ao polissacarídeo capsular 

de Ureaplama diversum. 

0.00

0.02

0.04

0.06

0.08

0.10

0.3

0.4

0.5

ATCC 49782 10T 72.1 234 GOTA 174 805

Soro pré-imune

15 d.p.i

30 d.p.i.

45 d.p.i.

*

*

* *

Legenda - Absorbância a 450 nm dos níveis de anticorpos anti-polissacarídeos 

determinados por ELISA indireto. Os soros foram dos camundongos imunizados por via 

subcutânea com polissacarídeo capsular após 0, 15, 30 e 45 dias de inoculação. 

 

 

5.6 Ensaios de antigenicidade e virulência dos polissacarídeos capsulares 

 

5.6.1 Proliferação linfocitária 

Diferentes concentrações dos polissacarídeos capsulares foram incubadas com 

células de sangue periférico de bovinos e analisadas por citometria de fluxo. Verificou-

se que não houve reconhecimento do polissacarídeo na superfície de linfócitos, 

indicando que o reconhecimento provavelmente seja linfócito-independente (Figura 10). 

O reconhecimento seria observado pelo aumento da intensidade média de fluorescência 

(MFI) nos linfócitos. A ausência de nova geração de população celular (aumento da 

fluorescência) após o estímulo da presença dos polissacaríderos capsulares, indicaria 

que ausência de reconhecimento na superfície dessas células.  
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Figura 10 – Ensaio de proliferação linfocitária (CFSE) pela marcação de linfócitos com 

FITC, após exposição de polissacarídeos de U. diversum.  

 

Legenda – Detecção da divisão de linfócitos por intensidade de fluorescência. A região 

delimitada (área do pico) representa a avaliação do espectro de emissão de CFSE (5 (6) 

-carboxifluoresceína diacetato succinimidil éster).  

 

5.6.2 Expressão gênica 

De acordo com os resultados apresentados na figura 11, houve maior produção 

da citocina pró-inflamatória TNF-α nos macrófagos na presença dos polissacrídeos das 

amostras 72.1 e 234, após 2 e 6 horas de exposição, em relação aos controles. A amostra 

10T induziu o aumento significativo da mesma citocina após 6 horas de exposição. 

Apenas a cepa ATCC 49782 induziu significativamente a expressão de IL-1β após 6 

horas de inoculação. A expressão dos TLR 2 e 4 não foi significativa. Essa resposta 

indica a ocorrência de processo inflamatório discreto.  
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Figura 11 - Expressão gênica de citocinas e TLR’s em PBMC bovinos 

experimentalmente expostos por 2 e 6 horas com polissacarídeos capsulares de 

diferentes cepas de Ureaplasma diversum. 
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Legenda - Expressão gênica de marcadores inflamatórios e TLRs em PBMC bovinos expostos 

a 0,5, 1,0 e 2,0 μg / mL de polissacarídeos 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 - Expressão gênica de iNOS em PBMC bovinos experimentalmente expostos 

por 2 e 6 horas com polissacarídeos capsulares das amostras de Ureaplasma diversum. 
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Legenda - Expressão gênica de iNOS em PBMC bovinos expostos  a 0,5, 1,0 e 2,0 μg / mL de 

polissacarídeos 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 macrófagos bovinos 

Para examinar a relação entre o estímulo da produção de nitrito pelos 

macrófagos de bovinos e a exposição aos polissacarídeos capsulares, as células foram 

expostas por dois períodos diferentes (2 e 6 horas). Diferente da expressão gênica de 

iNOS (Figura 12), em ambos os tempos avaliados, observou-se que na concentração de 

2,0 µg/mL todos os polissacarídeos induziram uma maior quantidade de nitrito em 

relação ao controle negativo (Figuras 13 e 14). Diferentemente, a amostra 174 provocou 

a maior resposta na concentração de 0,5 µg/mL em ambos os períodos avaliados. 

Diferente do esperado, as respostas não foram dose-dependentes. 
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Figura 13 - Dosagem de nitrito em sobrenadante de cultura de macrófagos bovinos 

após 2 horas de exposição a variadas concentrações do polissacarídeo capsular de 

diferentes cepas de Ureaplasma diversum. 
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Legenda – Dosagem de nitrito pelo método de Griess em sobrenadante de cultura de 

macrófagos bovinos após 2 horas de exposição às concentrações de 0,5, 1,0 e 2,0 μg / mL de 

polissacarídeos 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 14 - Dosagem de nitrito em sobrenadante de cultura de macrófagos bovinos 

após 6 horas de exposição a variadas concentrações do polissacarídeo capsular de 

diferentes cepas de Ureaplasma diversum. 
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Legenda – Dosagem de nitrito pelo método de Griess em sobrenadante de cultura de 

macrófagos bovinos após 6 horas de exposição às concentrações de 0,5, 1,0 e 2,0 μg / mL de 

polissacarídeos 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 DISCUSSÃO 

Existem poucos dados na literatura sobre a resposta imune dos hospedeiros 

animais às infecções por U. diversum. Também poucos estudos existem quanto ao papel 

das moléculas de superfície e seu potencial antigênico nestas bactérias. Embora estudos 

clínicos tenham relatado a associação entre afecções perinatais e infecção por 

ureaplasmas, principalmente em humanos, os fatores de virulência de Ureaplasma spp. 

associados a problemas na gestação ainda não são claros. Por ser o primeiro genoma 

completo sequenciado no grupo de U. diversum, este serviu como um bom 

complemento para o estudo da evolução dos Mollicutes (MARQUES et al., 2016). Os 

estudos de sequenciamento de genes específicos ou do genoma completo revelam 

processos importantes, como a ocorrência de grandes rearranjos genéticos. Durante sua 

co-evolução com os seres humanos, os ureaplasmas aparentemente alcançaram uma 

coexistência bem-sucedida, com altos níveis populacionais levando-se em consideração 

seus limitados recursos genômicos. Para tanto, precisaram reduzir algumas 

características da sua virulência, como a perda de grande parte da cápsula (sintetizada 

pela enzima glicosiltransferase) e o mimetismo de outras moléculas de superfície – 

tornando-se menos agressivos – e passando a utilizar um resíduo produzido pelo 

hospedeiro (uréia) como fonte de energia. Esta relação parasitária ou simbiótica 

contribui para a controvérsia associada ao estudo da infecção por ureaplasmas humanos 

(RAZIN et al., 1998; KONG e GILBERT, 2004).  

No presente estudo, o gene UD216 não foi amplificado em todos os isolados 

avaliados. Provavelmente havia alterações no local de inserção dos primers que 

impediram a amplificação destes genes em alguns isolados. Outra possibilidade, pela 

associação dos resultados do alinhamento gênico 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 condições ambientais ou devido à pressão seletiva da 

resposta imune do hospedeiro. Lairson e colaboradores (2008) descrevem que algumas 

espécies de micoplasmas, que são organismos que sofreram perda maciça de genes 

durante a evolução degenerativa e se tornaram simbiontes ou parasitas obrigatórios. 

Estes parecem ter nenhum ou poucos genes de glicosiltransferase detectáveis. Contudo, 

após análises in silico de genes de Mycoplasma mycoides Subsp. mycoides (Mmm) 

potencialmente envolvidos na biossíntese de polissacarídeos, Bertin e colaboradores 

(2013) propuseram vias candidatas que poderiam explicar a produção alternativa do 

polissacarídeo capsular. Outros dados genômicos comparativos mostraram que vários 
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genes envolvidos na biossíntese de polissacarídeos têm 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). Análises 

in silico em M. agalactiae para reconstruir as vias biossintéticas correspondentes à 

secreção do polissacarídeo capsular demonstraram que esta é regulada pela alta 

frequencia de variação de fase (GAURIVAUD et al., 2016). 

O genoma de Mycoplasma mycoides subsp. mycoidesSC (MmymySC) contém 

dois grupos de genes envolvidos na síntese da cápsula. A redundância desses genes 

pode permitir que este microrganismo produza quantidade relativamente elevada de 

cápsula e, desse modo, aumente a virulência do organismo e reduza o risco de 

fagocitose pelas células hospedeiras. Também pode ser uma maneira de variar a 

composição da cápsula, a fim de escapar da resposta imune do hospedeiro 

(WESTBERG et al., 2004). Em M. pneumoniae foram identificadas três 

glicosiltransferases (GTs), potencialmente envolvidas na produção dos glicolipídios, 

mas as funções destas são pouco conhecidas (KLEMENT et al., 2007). Em M. 

capricolum subsp. capripneumoniae, o sequenciamento evidenciou a presença de 

apenas um cluster envolvido na síntese da cápsula e contendo genes para 

glicosiltransferase (CHEN et al., 2017). Devido ao papel fundamental dos 

glicoglicerolipídios na estabilidade da membrana em micoplasmas e ao fato de que 

essas estruturas lipídicas estão ausentes nos hospedeiros animais de infecções por 

micoplasma, supõe-se que as glicosiltransferases envolvidas em sua biossíntese 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 detecção de alguns polimorfismos. O 

alinhamento das sequencias dos isolados evidenciou outros rearranjos gênicos, regiões 

que foram deletadas, e algumas regiões que foram inseridas e são novas para U. 

diversum, quando comparadas com a cepa ATCC 49782 (MARQUES et al., 2016). A 

análise da distribuição intra-específica do gene da glicosiltransferase pelo 

sequenciamento de diferentes isolados apresentam informações adicionais para 

compreender melhor a sua relação. A proximidade filogenética entre os isolados 

permitiu a formação de grupos com alta confiabilidade (maior que 98%) enquanto 

algumas amostras demonstraram baixa proximidade gênica e não se agruparam, ou a 

proximidade genética entre elas não era tão alta (menor que 98%). Esses resultados são 
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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 são feitos comparando as sequencias de 

glicosiltransferase das cepas de referencia em relação a isolados clínicos, além de que 

em ureaplasmas a enzima glicosiltransferase ainda não é bem caracterizada 

molecularmente e antigenicamente. As glicosiltransferases são as enzimas responsáveis 

pela iniciação e alongamento das cadeias de glicano, à medida que transferem os 

resíduos de açúcar ativados para o aceptor apropriado (LAIRSON et al., 2008). Estas 

enzimas podem estar associadas com a biossíntese da membrana lipídica ou da cápsula 

polissacarídica ou de lipoglicano em micoplasmas.  

Os ureaplasmas humanos possuem cápsula ou exopolissacarídeo, que contém 

residuos glicosilados (KONG e GILBERT, 2004). Nos ureaplasmas humanos, o gene 

epsG codifica a glicosiltransferase, que está envolvida na biossíntese do 

exopolissacarídeo. Não existe um cluster de genes específico para esta função no 

genoma de ureaplasmas humanos (KONG e GILBERT, 2004). Desta maneira, 

novamente reforça-se o conceito de ―evolução degenerada ou reversa‖ também nos 

ureaplasmas humanos das bactérias gram-positivas (RAZIN et al., 1998). Em 

Mycoplasma spp., após análises por sequenciamento, foi observada a presença de 

glicosiltransferases da família GT2 em mais de 18 espécies diferentes (KLEMENT et 

al., 2007). Demonstrou-se que as enzimas GT2 são as glicosiltransferases mais comuns 

em micoplasmas patogênicos e são codificadas por genes essenciais, como demonstrado 

pela inativação 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 padrões de evolução e adaptação. A 

comparação gênica permite analisar se existe ou não fluxo gênico entre as diferentes 

cepas ou qual o status de conservação 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 genômica 

intraespécie, e que esta é muito menor do que entre espécies. As unidades repetitivas 

dos principais antígenos de superfície de ureaplasmas humanos têm múltiplos formatos, 

localizando-se na superfície e reconhecidas pelo hospedeiro. A mudança de padrão de 

repetição permite que evitem a resposta imune (KONG e GILBERT, 2004, ROBINSON 

et al., 2013; ABOKLAISH et al., 2016). 
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A troca de fase de genes que expressam antígenos proteicos de superfície de 

membrana é comum no gênero Mycoplasma (YOGEV et al., 2002; CITTI et al., 2010). 

Esta estratégia microbiana é importante para adaptação ao hospedeiro e evasão de 

respostas imunes, garantindo a manutenção da diversidade em uma população em 

colonização. 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 inversão cromossômica para 

alterar sua expressão de antígenos de superfície. As infecções por ureaplasma em 

humanos, em geral, são assintomáticas. Desta maneira, é necessário elucidar o papel que 

a variação antigênica desempenha na resposta imune do hospedeiro e como 

correlaciona-se com a sua patogenicidade (ZIMMERMAN et al., 2011).  

As proteínas de superfície ou secretadas ou lipoproteínas precisam ser melhor 

estudadas e caracterizadas uma vez que são candidatas para o desenvolvimento de 

vacinas ou desenvolvimento de novas ferramentas de diagnóstico. Tal importância se 

dá, pois, seus antígenos microbianos são mais facilmente acessíveis para os anticorpos e 

componentes do sistema imune. As glicosiltransferases constituem um dos maiores 

fatores de virulência para S. mutans. Atuam produzindo biofilmes mediando a ligação 

da sacarose à superfície dos dentes durante a formação da cárie. Devido a sua 

localização na superfície celular, são um alvo interessante para o desenvolvimento de 

vacinas eficientes, uma vez que o seu bloqueio pode reduzir a virulência do 

microrganismo. É uma estratégia interessante para inibir a virulência de bactérias 

cariogênicas, pois não precisam ser eliminadas da comunidade microbiana bucal, 

representando uma abordagem de grande potencial para prevenir a cárie dentária (GUO 

et al., 2004; HOSHINO et al., 2011; REN et al., 2016). 

Durante uma infecção, o reconhecimento de segmentos específicos dos 

antígenos do agente infeccioso (epítopos), promove a ligação às células de defesa e 

efetivam a resposta imune protetora. Os epítopos são regiões que se ligam a receptores 

de membrana em linfócitos específicos ao antígeno ou anticorpos secretados 

(CHAUDHURI et al., 2014) e constituem a unidade imune mínima suficiente para 

provocar a resposta imune humoral (SUN et al., 2013). Estes epítopos podem ser 

lineares ou conformacionais, sendo os últimos em maior quantidade (JESPERSEN et 

al., 2017). Apesar de não serem previstas como antigênicas pelo preditor VaxiJen, as 

demais predições indicaram que todas as sequencias do gene UD216 avaliadas possuem 

epítopos conformacionais e lineares para linfócitos B. Esta caracterização 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 antígenos 

podem ser processados e apresentados via MHCI, ativando uma resposta imune celular. 

Além da predição de propriedades imunobiológicas, a observação de propriedades 

favoráveis à expressão em sistema heterólogo, pode contribuir para produção em larga 

escala de um possível alvo biológico. Neste estudo, o peso molecular médio das 

sequencias avaliadas foi de 36,0 kDa, valor bem tolerado na expressão em E. coli 

(SORENSEN et al., 2005; ADRIO e DEMAIN, 2010; CHANG et al., 2014). Os 

resultados obtidos também mostraram que as sequencias possuem índice de 

instabilidade abaixo de 40, sendo consideradas estáveis (GASTEIGER et al., 2005). 

Todas as sequencias eram GRAVY negativas, o que as caracteriza como hidrofílicas, 

possibilitando o aumento da sua solubilidade (VANDAHL et al., 2005). Apesar disso, 

as predições em Solpro e proteinSol indicaram as sequencias como insolúveis, 

corroborando com os resultados de TMHMM sobre a ausência de alças transmembrana, 

regiões que reduzem a solubilidade (KALL et al., 2004), aumentando as etapas de 

purificação proteica (SINGH e PANDA, 2005).  

No presente estudo, a ligação de epítopos para alelos bovinos de MHCI foram 

previstas em todas as sequencias, com conexões maiores que o antígeno Tp2 de 

Theileria parva em todos os alelos estudados, com exceção do alelo BoLA-6*04101. O 

antígeno Tp2 é reconhecido por estimular CD8 + Células T durante a infecção bovina 

por T. parva (PELLE et al., 2011). Os alelos estudados representam espécies de gado 

destinadas a diferentes setores da pecuária - produção 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 híbrido (HANSEN et al., 2014). Nossos resultados revelam 

que a interação com alelos MHCI de espécies de bovinos destinados a diferentes 

atividades na pecuária podem refletir na ativação da resposta imune nesses animais 

(VLASOVA e SAIF, 2021). A identificação de epítopos de células B é importante para 

aplicações em imunodetecção e imunoterapia, com o desenvolvimento de novas 

terapias, vacinas e testes de diagnóstico. A presença de marcadores específicos capazes 

de direcionar peptídeos heterólogos para o meio extracelular em um sistema de 

expressão também contribui para as etapas subsequentes na produção de proteínas 
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recombinantes (CHAUDHRY et al., 2005; ADRIO e DEMAIN, 2010; ROSANO e 

CECCARELLI, 2014). Aqui, mostramos baixa probabilidade de peptídeo sinal em todas 

as 36 sequencias estudadas, para os sítios de clivagem sec/SPI, Tat/SPI, sec/SPII, não 

sendo exportadas para o meio extracelular por E. coli. A presença de peptídeo sinal para 

uma via secretora clássica ou marcadores de secreção por via não clássica facilitaria o 

transporte e secreção para o compartimento extracelular. Isso simplificaria os processos 

de purificação, protegendo as proteínas heterólogas da proteólise, diminuindo os níveis 

de endotoxina e melhorando a atividade biológica e solubilidade (MOHAMMADI et al., 

2019). 

Proteínas bacterianas com propriedades favoráveis para estimular a resposta 

imune, clonagem e expressão em um sistema heterólogo são alvos desejáveis para a 

biotecnologia (CHAUDHRY et al., 2005). Neste estudo, as análises de bioinformática 

mostraram que as sequencias de glicosiltransferase avaliadas possuem algumas 

características que dificultam a expressão em E. coli como um sistema heterólogo para 

aplicações imunobiológicas. Tal fato não as descarta como alvos para estudos de 

finalidades biotecnológicas ou expressão em um sistema heterólogo diferente de E. coli 

(KAUR et al., 2018). Além disso, há a possibilidade de utilizar estratégias como a fusão 

com proteínas (tag) que melhoram solubilidade, reduzir a temperatura de crescimento, 

uso de promotores e uso de baixas concentrações de indutor (SORENSEN et al., 2005). 

Portanto, a inclusão de etapas de planejamento e predição prévias a expressão de 

proteínas pode reduzir os custos, além de fornecer uma previsão teórica para testes 

laboratoriais. 

 Ao observar a constituição de açúcares do polissacarídeo extraído das diferentes 

cepas de U. diversum, nota-se variabilidade entre elas. Testamos apenas um 

representante de cada grupo formado pela filogenia, dificultando a observação da 

influencia de pequenas variações genéticas na composição de açúcares. Contudo, não 

houve influencia da localização de origem das amostras na composição de açúcares. Os 

dados da literatura corroboram com o presente estudo na composição de açúcares que 

variou em diversidade e quantidade entre os isolados de ureaplasma estudados. Em 

estudo realizado com M. pulmonis, nenhum açúcar diferente de glicose e galactose foi 

detectado no exopolissacarídeo purificado (DAUBENSPECK et al., 2009). Em outra 

investigação, foram avaliadas as diferenças entre os açúcares presentes nas frações de 

polissacarídeos em 11 espécies de micoplasma (Mycoplasma pulmonis, M. arthritidis, 

M. pneumoniae, M. gallisepticum, M. hominis, M. mycoides, M. capricolum, M. 



82 

 

 

hyorhinis, M. arginini, M. fermentans e Acholeplasma laidlawii). Observou que, dentre 

os quatro açucares avaliados, a glicose foi predominante e a ramnose em menor 

quantidade. Apenas M. arthritidis, M. capricolum e A. laidlawii possuíam apenas dois 

tipos de açúcar (DAUBENSPECK, 2009).  

Uma cadeia polissacarídica consiste em um número relativamente pequeno de 

moléculas de açúcar. O polímero pode ser biossintetizado de diferentes maneiras. 

Algumas vias envolvem enzimas açúcar-específicas para sintetizar o polissacarídeo, e a 

combinação específica dessas enzimas determina a estrutura do açúcar. Existe 

similaridade entre loci genéticos que sintetizam cadeias de polissacarídeos em regiões 

altamente variáveis, em que a sequencia do polímero está localizada no meio do locus, e 

é cercada por genes conservados que geralmente têm funções no transporte, montagem, 

exportação ou síntese de açúcares (YAKOVLIEVA e WALVOORT, 2020; 

MOSTOWY e HOLT, 2018). Embora a sequência de genes localizados no locus de 

biossíntese do polissacarídeo seja altamente preditiva para o polissacarídeo expresso, as 

sequencias genéticas nem sempre correlacionam fielmente ao fenótipo. As mutações 

genéticas dentro desses genes podem alterar a especificidade das enzimas codificadas 

por eles, alterando assim ligações bioquímicas e produzindo um novo sorotipo. Além 

disso, genes adicionais localizados fora do locus de síntese podem influenciar ou 

direcionar a estrutura final do açúcar. Existe uma lacuna crescente entre a diversidade 

determinada sorologicamente e a diversidade determinada geneticamente. Assim, a 

caracterização bioquímica de antígenos polissacarídicos permanece importante, e a 

compreensão da relação complexa entre genótipo e fenótipo nos antígenos 

polissacarídicos 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 polissacarídeos inoculados em 

camundongos induziram a produção de anticorpos. Apenas as amostras ATCC 49782, 

GOTA e 805 provocaram picos significativos após a inoculação do polissacarídeo. 

Semelhantemente, estas amostras possuem apenas os açúcares arabinose, xilose, 

manose, galactose e glicose na sua composição. Daubenspeck e colaboradores (2009) 

realizaram estudo com mutantes deficientes em EPS e demonstraram que em M. 

pulmonis o exopolissacarideo não foi necessário para colonização em camundongos. Os 

eventos genéticos que promovem a diversidade de locais de ligação de anticorpos, a 

variedade de combinações possíveis, as modificações posteriores e a flexibilidade de 

muitos carboidratos, requerem variação de estratégias em seu reconhecimento pelos 
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anticorpos (HAJI-GHASSEMI et al., 2015). As individualidades imunológicas entre os 

camundongos também poderiam interferir nessa resposta. Porém, em estudo da resposta 

de anticorpos anti-carboidratos em camundongos Balb/c não houve homogeneidade na 

resposta de anticorpos a diferentes carboidratos entre animais geneticamente idênticos. 

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 

et al., 2017). 

A maioria dos polissacarídeos são classicamente considerados antígenos 

independentes de células T, que não induzem a ativação de células T auxiliares para 

estimular a troca de classe de Ig em células B ou memória imunológica (CRESS et al., 

2014). Polissacarídeos bacterianos são fracamente imunogênicos e independentes de 

células T. Provavelmente a ausência de linfoproliferação na presença de nenhum dos 

polissacarídeos testados deve-se a este fator. Em ensaios visando o desenvolvimento de 

vacinas com moléculas semelhantes a estas, os polissacarídeos são acoplados a 

carreadores de proteínas para induzir células T, anticorpos IgG e células B de memória 

(HSIEH e ALLEN, 2020). A manose e galactose são pouco imunogênicas, constituindo 

um bom alvo para o direcionamento de vacinas. O sistema imunológico desempenha 

papel crítico na prevenção, eliminação e resolução em uma infecção, mas as respostas 

imunológicas exacerbadas podem contribuir para sintomas deletérios e mortalidade. 

Especificamente nesses casos, para direcionar os carboidratos aos receptores adequados, 

é necessário liga-los a proteínas e peptídeos. Podem não apenas se ligar aos seus 

receptores e ser apresentados por MHC classe II e I, mas também podem induzir a 

maturação de células dendríticas para células apresentadoras de antígenos profissionais 

e estimular linfócitos T citotóxicos e secreção de citocinas como IFN-gama. Isto sugere 

que no desenvolvimento de novas vacinas, porções de carboidratos podem ser úteis na 

ativação de células imunes e a promoção das respostas imunes inflamatórias 

(ALJOHANI et al., 2019). 

Ademais, vacinas glicoconjugadas, como para S. pneumoniae, H. influenzae e N. 

meningitidis, que são produzidas com polissacarídeos pouco imunogênicos ligados 

covalentemente à proteínas transportadoras (epítopos de células T), exibem alta 

eficiência, apesar do alto custo. Além disso, estas vacinas de glicoconjugados são 

capazes de proteger contra sorotipos específicos, mas a emergência de sorotipos não 
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vacinais de S. pneumoniae e N. meningitidis demonstram a necessidade de atualizações 

para inclusão de sorotipos (METTU et al., 2020). O mesmo processo é usado em 

vacinas glicoconjugadas para terapias contra o câncer, onde as moléculas são ligadas à 

proteínas transportadoras para induzir a resposta imune mediada por células T, sendo 

que diferentes proteínas transportadoras resultam em diferentes respostas (SUN et al., 

2016; COLOMBO et al., 2018). 

Neste estudo, os resultados evidenciaram discreta resposta inflamatória durante a 

exposição experimental aos polissacarídeos de U. diversum em macrófagos bovinos. A 

produção da citocina pró-inflamatória TNF-α foi induzida na presença dos diferentes 

polissacarideos de isolados de U. diversum. A capacidade dos Mollicutes promoverem a 

secreção de citocinas já é conhecida. O estímulo de citocinas inflamatórias como IL-1β, 

TNF-α e IL-6, foi relatado em diferentes espécies de ureaplasmas e micoplasmas, como 

por U. diversum (SANTOS-JÚNIOR 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 ausência de resposta inflamatória exacerbada pode 

significar uma atividade protetora dos polissacarídeos capsulares, como demonstrado 

que em bactérias comensais e patogênicas 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 exposição de macrófagos bovinos a 

diferentes cepas de U. diversum levava ao aumento da expressão de IL-1β e TNF-α, 

além do reconhecimento pelo TLR2. Isso sugere que apenas o polissacrídeo capsular 

não seja capaz de promover resposta imune intensa no hospedeiro. Alguns estudos 

descrevem que as respostas inflamatórias com as demais respostas imunes do 

hospedeiro podem provocar manifestações clínicas resultantes de danos celulares 

(AMORIM et al., 2014). O sinergismo entre moléculas de superfície e a produção de 

citocinas pró-inflamatórias sugere que as lipoproteínas e constituintes lipídicos de 

micoplasmas ativam os macrófagos por diferentes mecanismos (BROWNING et al., 

2011). As etapas iniciais de interação entre os macrófagos e as moléculas de superfície 

são diferentes, mas as vias de tradução 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 específico de moléculas dos micro-organismos, os 

TLR’s ativam fatores de transcrição, induzem a liberação de citocinas e expressão de 

moléculas co-estimulatórias, preparando as células para a ativação e expansão de células 

antígeno-específicas (XIA et al., 2021; JUAREZ et al, 2010; HANKE e KIELIAN, 

2011; KAWAI e AKIRA, 2011). No presente estudo, verificou-se que apenas a 

presença do polissacarídeo capsular não promove o reconhecimento pelos TLR2 e 4 por 

nenhuma das amostras estudadas. Em estudo anterior, o estímulo foi dependente da 

quantidade de ureaplasmas inoculados na cultura celular, e nas maiores concentrações 

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 infecção de macrófagos com U. urealyticum, demonstrou a 

ativação 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 lipoproteínas diaciladas (UCHIDA et al., 2013). No 

entanto, o papel de TLR2 ainda não é bem elucidado. Love et al. (2010) realizaram 

estudo com infecção de células HEK TLR-transfectadas e camundongos TLR2 nocaute 

infectados por M. pulmonis. Observaram que após a infecção, os níveis de M. pulmonis 

nos pulmões dos camundongos foram elevados e houve produção 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 

secreção de citocinas inflamatórias e estímulo de TLR3 (MCGOWIN et al., 2012).  

Os resultados do presente estudo demonstram que, apesar de não haver aumento 

da expressão gênica de iNOS após a exposição experimental, os polissacarídeos 

capsulares de U. diversum induziram a secreção de nitrito pelos macrófagos bovinos. 

Tal habilidade não foi dose dependente. O mesmo foi observado durante a infecção 

experimental por U. urealyticum em sêmen humano (QUIAN et al., 2016) e em 

macrófagos murinos (CROUSE et al., 1998). Ureaplasma parvum promoveu a secreção 

de iNOS em macrófagos peritoneais murinos experimentalmente infectados (UCHIDA 

et al., 2013). A expressão da iNOS é o resultado da resposta inflamatória localizada ou 

difusa resultante da infecção ou dano tecidual. A isoforma II ou óxido nítrico-sintase 
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induzida (iNOS) pode ser ativada por citocinas e lipopolissacarídeos ou endotoxinas 

bacterianas, juntamente com citocinas, como TNF-α, IL-1β ou IFN-γ. A indução da 

síntese de iNOS, pode ocorrer de 2 a 4 horas após a exposição ao agente. O óxido 

nítrico pode ser formado na parede vascular pela iNOS. A quantidade de NO produzida 

pode determinar sua proteção ou toxicidade. Embora pequenas quantidades sejam 

necessárias para a homeostasia, grandes quantidades, como aquelas produzidas na 

ativação da iNOS são citotóxicas. Porém, a produção 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 infecção por micoplasma induz estresse 

oxidativo e danos ao DNA por oxidação, apesar de ainda não se conhecer os 

mecanismos desta resposta (JI et al., 2019). Mycoplasma pneumoniae também pode 

induzir a produção de espécies reativas de oxigênio após a infecção (BENEDETTI et 

al., 2020). Assim, quando a resposta inflamatória é parte da resposta adaptativa (isto é, 

infecção ou sepse), a expressão de iNOS é benéfica. Quando a expressão da iNOS é 

parte da inflamação exacerbada, a expressão de iNOS pode ser nociva. Do lado 

benéfico, a expressão da iNOS resulta em inibição do crescimento de patógenos 

microbianos. A indução do iNOS de alto rendimento geralmente ocorre em ambiente 

oxidativo e, portanto, altos níveis de NO têm a oportunidade de reagir com superóxido, 

prduzindo peroxinitrito e toxicidade celular. Essas propriedades podem definir os papéis 

da iNOS na imunidade do hospedeiro, permitindo sua participação em atividades 

antimicrobianas e antitumorais como parte da resposta oxidativa dos macrófagos (M. 

bovis pode escapar da ação do sistema imunológico do hospedeiro evitando a fagocitose 

e inibindo a proliferação de neutrófilos e a secreção de óxido nítrico (NO) e óxido 

nítrico sintase induzível (iNOS), induzindo monócitos a produzirem fatores anti-

inflamatórios, Assim, ocorre a apoptose de células mononucleares do sangue periférico 

(PBMCs), inibindo sua resposta proliferativa e resultando em sua invasão. Estas 

condições levam à infecção crônica por M. bovis (ASKAR et al., 2021). 

Os polissacarídeos bacterianos geralmente não geram uma forte resposta 

imunológica, mas sua ligação a uma proteína transportadora pode aumentar 

significativamente sua antigenicidade. Carboidratos puros, especialmente 

polissacarídeos, normalmente ativam células B, levando à produção de anticorpos (IgM) 

com baixa afinidade e de curta duração. Em contraste, os antígenos proteicos ativam 

sinais adicionais, facilitando a mudança de classe de anticorpos para IgGs de maior 
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afinidade e longa duração. Consequentemente, os anticorpos produzidos a partir de 

carboidratos e proteínas são geralmente classificados como de células T independentes e 

de células T dependentes, respectivamente (salvo exceções). O uso de pequenos 

peptídeos como componentes antigênicos de vacinas tem sido prejudicado pela baixa 

imunogenicidade, desempenho, baixa biodisponibilidade e uso de adjuvantes. 

Curiosamente, quando as duas biomoléculas estão covalentemente ligadas para formar 

um conjugado, o componente de proteína pode desencadear a ajuda de células T para 

células B anti-carboidratos, produzindo IgGs anti-carboidratos. Este é o princípio das 

vacinas de glicoconjugado, amplamente utilizado para melhorar as respostas 

imunológicas contra antígenos de carboidratos sendo fundamental para a proteção do 

sistema imunológico imaturo de crianças pequenas (MANTUANO et al., 2020; 

WEYANT et al., 2018; SNAPPER e MOND, 1996). 

Compreender quais funções a cápsula desempenha em diferentes cepas é 

fundamental para identificação dos tipos de polissacarídeos que representam os 

melhores alvos para novas vacinas ou para o desenvolvimento de antimicrobianos e 

testes de diagnóstico. Embora a cápsula represente um importante fator de virulência de 

U. diversum, existem dados limitados disponíveis sobre as suas diferentes funções no 

estabelecimento de infecções. Para desenvolver vacinas eficazes e terapias direcionadas 

ao CPS, devemos primeiro obter uma compreensão abrangente dos mecanismos 

envolvidos em sua síntese e expressão. Esta pesquisa precisa ser abordada no contexto 

da variação entre os sorotipos encontrados em U. diversum, para garantir que as 

intervenções potenciais funcionem contra as cepas que produzem diversas estruturas. 

Mais estudos sobre o polissacarídeo capsular são necessários para fornecer uma base de 

dados para o desenvolvimento de medidas preventivas e de tratamentos contra este 

patógeno bovino persistente e que causa tantos prejuízos. 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

• As análises de bioinformática das sequencias do gene da glicosiltransferase 

Ureaplasma diversum demonstraram que a sequencia não possui características de 

antigenicidade mas a sua capacidade de ligação a alelos de MHCI pode ser relevante 

para aplicações de imunodetecção e imunoterapia. 

• As sequencias do gene da glicosiltransferase e a composição do polissacarídeo 

capsular dos isolados de Ureaplasma diversum possuem variações que podem 

relacionar com mecanismos de variação antigênica e de escape a resposta imune. 

• Em camundongos, nem todos os polissacarídeos capsulares dos isolados de 

Ureaplasma diversum geraram respostas de anticorpos, evidenciando as 

individualidades imunológicas e possíveis variações de estratégias em seu 

reconhecimento por anticorpos. 

• O polissacarídeo capsular de Ureaplasma diversum pode promover uma resposta 

inflamatória discreta, com a secreção de citocinas pró-inflamatórias como TNF-α, em 

macrófagos bovinos. Este pode ser um mecanismo relacionado aos danos provocados 

pela infecção ou participação de uma modulação imune que permita a persistência 

intracelular da espécie. 

• O reconhecimento do polissacarídeo capsular isolado de Ureaplasma diversum não 

ativou TLR2 nem TLR4 em macrófagos bovinos. Isso sugere que apenas o 

polissacrídeo capsular não seja capaz de promover resposta imune intensa no 

hospedeiro e modulação da resposta imune. 

• A secreção de nitrito foi estimulada em macrófagos bovinos na presença do 

polissacarídeo capsular de Ureaplasma diversum, mas não houve correlação com a 

expressão gênica de iNOS, o que está de acordo com o perfil de resposta inflamatória 

associado. 

 • Ureaplasma diversum invade blastocistos bovinos, sem causar efeitos citopáticos, 

demonstrando que, como consequência dessa invasão, este micro-organismo pode 

persistir infectando tais células, impedindo a implantação embrionária ou causando 

danos futuros ao feto. 
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