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RESUMO

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

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

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

Bioinformatica.



ABSTRACT

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

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

Keywords: Ureaplasma diversum. Glycosyltransferase. Capsule. Immunogenicity.

Bioinformatics.



1 INTRODUCAO

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

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

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

O polissacarideo capsular (CPS) desempenha papéis bioldgicos importantes para
muitos microrganismos, como a absorcdo de nutrientes, protecdo contra estresse
ambiental, produgdo de biofilme, e resisténcia contra fagocitose ou atividade de

antibioticos. O CPS é um material também potencialmente importante para aplica¢fes



biotecnologicas e economicas, como desenvolvimento de vacinas e melhorias nos
métodos de diagnostico (CAMPANERO-RHODES et al., 2020; MICOLI et al., 2018;
FLANNERY et al., 2015; SCHMID et al., 2015; PARK et al., 2013; DISNEY e
SEEBERGER, 2004).

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

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

terapias para o controle das infeccdes.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bovinocultura

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

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



Tabela 1 - Rebanho bovino por estado brasileiro em 2019 (adaptado)

Rebanho
Estado estimado
(cabecas)
Mato Grosso 29.873.068
Goias 22.430.742
Minas Gerais 22.321.084
Mato Grosso 20.985.665
do Sul
Para 20.510.169
Rondbnia 13.973.714
Rio Grande do 12.918.325
Sul
Sao Paulo 10.638.629
Bahia 10.168.312
Parana 9.280.273 B Y
Tocantins 8.300.111 Al
Maranhéo 7.808.833
Santa Catarina 4.305.489
Acre 2.968.239 [l 1500.000-2250.000
Rio de Janeiro 2.514.790 I 750000-1500000
Ceara 2.454.047 Il 5000- 730009
Espirito Santo |  2.054.507 : B
Pernambuco 1.881.396 O ?Dml s;w3‘30
Piaui 1.512.984 [ 10.000-25.000
Amazonas 1.386.403 [ s000-10000
Alagoas 1252698 U
Paraiba 1.219.163 =L
Sergipe 1.082.335
Rio Grande do 890570
Norte
Roraima 797.554
Distrito
Federal 92.793
Amapa 54.582
BRASIL 213.676.473

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

As doengas infecciosas atingem muitos animais em pouco tempo e o trato
genital de bovinos é mais frequentemente atingido. A mastite, vulvovaginite e
endometrite sdo disturbios que direta ou indiretamente refletem na eficiéncia
reprodutiva, sendo geralmente de transmisséo horizontal. Esta situagdo se caracteriza

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



pela taxa de concepcdo, indice de mortalidade embrionéria e abortamento. Nas perdas
produtivas devido aos baixos indices reprodutivos de animais por doencas infecciosas,
as micoplasmoses tém impacto neste contexto pouco conhecido (BROMFIELD et al.,
2015; ENTRICAN, 2002; HANSEN; SOTO; NATZKE, 2004; MILLER et al., 1994;
POTTER et al., 2010; SHELDON, 2015).

2.2 Caracteristicas gerais dos Mollicutes

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

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



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

Os molicutes sdo ubiquos e distribuem-se entre animais, plantas e insetos
incluindo-se 0 homem. Entre os animais sdo encontrados em mamiferos, aves, répteis,
anfibios e peixes, com especificidade para cada grupo animal. A especificidade ao
hospedeiro e ao sitio anatdmico ocorre pelas necessidades nutricionais variadas. No
entanto tem-se demonstrado a capacidade de adaptacéo a hospedeiros ndo habituais pela
sua capacidade de mutacdo. Normalmente sdo transmitidos por contato ou aerossoéis
entre os hospedeiros. Infectam principalmente as superficies de mucosas,
principalmente no trato respiratério, urogenital e reprodutivo, sistema nervoso, olhos,
glandulas mamarias e articulagbes (BUZINHANI et al., 2007; RAZIN, YOGEV e
NAOT, 1998). Eventual baixa resposta imune ou alteracdes fisiologicas do hospedeiro
favorecem a infeccdo e colonizacdo destas bactérias (PITCHER e NICHOLAS, 2005).
Sdo0 considerados micro-organismos oportunistas por exceléncia, mas podem ser
agentes primarios de infecgdes de carater agudo ou cronico. A doenca cronica é a mais
frequente (CHELMONSKA-SOYTA et al., 1994; RAZIN e HAYFLICK, 2010).

Embora os micoplasmas crescam em meios acelulares, a preferéncia por células
ocorre pela facilidade de obtencdo de nutrientes essenciais. (BUZINHANI,
METIFFOGO e TIMENETSKY, 2007). Para garantir sua sobrevivéncia com o genoma
reduzido nos nichos estudados, supbe-se que estas bacterias vivem em constante
mutacdo (DAVID et al., 2002; DYBVIG e VOELKER, 1996). Os componentes da

membrana citoplasmatica de algumas espécies estudadas modulam a resposta imune



principalmente no que se refere as citocinas. A diversidade das caracteristicas destas
bactérias e células dos hospedeiros, associados ou ndo, interferem no desenvolvimento
das micoplasmoses (ROTTEM, 2003).

2.3 Viruléncia dos micoplasmas

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

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

As lipoproteinas de membrana citoplasmatica de micoplasmas representam
aproximadamente 70% da massa da membrana com importancia na sua antigenicidade
(CHAMBAUD, WROBLEWSKI e BLANCHARD, 1999; RAZIN, YOGEV e NAOT,
1998; YOU, ZENG e WU, 2006). Possuem um residuo cisteinil amino-terminal,
podendo ser N-acilado em algumas espécies (ZUO et al., 2009). A maioria das
lipoproteinas de micoplasmas é exposta ao meio extracelular com o grupamento acil
ancorado a membrana citoplasmatica. Funcionalmente, acredita-se que atuam como
proteinas periplasmaticas de bactérias gram-negativas, como fator de viruléncia, como
alvo para anticorpos inibidores de crescimento ou como imunomodulinas (BROWNING
etal, 2011; ROSENGARTEN, 2000).



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

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

2.4 Micoplasmoses na reproducéo bovina

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

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

A patogénese da micoplasmose genital & pouco compreendida, mas é provéavel
que envolva a ativacdo de macrdfagos e outras células do sistema imunoldgico na
interface materno-fetal. Alguns estudos caracterizam inicialmente os fatores de

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



de LPS (lipopolissacarideo), estimula a producdo de citocinas associadas com parto
prematuro. Dada a forte associagdo da inflamagdo com o nascimento prematuro, a
resposta imune poderia fornecer um mecanismo eficaz na prevengédo da prematuridade
causada por este organismo (PELTIER et al, 2007).

Vaérias sdo as infeccbes 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 inflamacdo resulta na ocorréncia
subita de descarga vulvar, granulagdes na mucosa vaginal associada ou ndo com a
presenca de vesiculas na vulva, em fémeas na fase reprodutiva (GAMBARINI et al.,
2009). Estudos sobre a ocorréncia da vulvovaginite em rebanhos brasileiros
demonstraram que em 57,15% dos casos o diagndstico molecular foi positivo para
Mycoplasma spp, valores estes, superiores aos descritos em outros paises. Dentre 0s
positivos, houve casos em que a vulvovaginite foi discreta, porém com histérico de
aborto, contribuindo no questionamento sobre o envolvimento do Mycoplasma spp nas
patologias reprodutivas bovinas (NASCIMENTO et al., 2005). Oliveira-Filho et al
(2005) ressaltam a importancia da avaliacdo de lesBes na mucosa vulvo-vaginal
especialmente em animais pertencentes aos sistemas intensivos de producéo leiteira,
uma vez que a sua principal via de transmissao € a venerea.

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

2.4.1 Mycoplasma bovis e Mycoplasma bovigenitalium

Mycoplasma bovis e M. bovigenitalium tém sido associados com infertilidade e
falhas reprodutivas em bovinos. Ambos foram isolados a partir de sémen e séo
transmitidos no acasalamento natural e pela inseminagédo artificial (BIELANSKI,
DEVENISH e PHIPPS-TODD, 1999). As mesmas espécies foram isoladas da superficie
da zona peldcida associada a célula espermatica e de embrides bovinos intactos, lavados
ou tratados com antibidticos (BIELANSKI, DEVENISH e PHIPPS-TODD, 1999;
BIELANSKI et al., 1989).

Mycoplasma bovis é altamente adaptado aos bovinos, porém foi isolado de
outros ruminantes e humanos. Apesar de seu carater ndo zoonatico, as infecgdes por M.

bovis sdo responsaveis por problemas econémicos de saude e bem-estar no mundo



(DUDEK et al., 2020). A mastite bovina por Mycoplasma spp indica ser uma patologia
emergente e as perdas econdmicas por infeccdes de M. bovis podem ser mais frequentes
do que as doencas respiratérias destes micro-organismos (FOX et al., 2003;
NICHOLAS e AYLING, 2003). Mycoplasma bovis também causa endometrite,
salpingite, ooforite, artrite, abortamento e vesiculite seminal. Em novilhas inseminadas
com sémen contaminado pelo agente foram observados episodios de repeti¢do de cio
(CARDOSO e VASCONCELLOS, 2004). Sua capacidade de suprimir a resposta
imunoldgica do hospedeiro durante a infeccdo ja € conhecida, levando ao
desenvolvimento de condicgdes cronicas (ASKAR et al.,, 2021). Cai e colaboradores
(2019) observaram a importancia de monitorar a suscetibilidade de M. bovis aos
antimicrobianos, uma vez que houveram mudangas nos niveis de MIC (Minimal
Inhibitory Concentration / Concentracdo inibitéria minima) de véarios antimicrobianos
ao longo do tempo, com reducdo da eficacia in vitro.

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

2.4.2 Ureaplasma diversum

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



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



Figura 01 - Imagens de Ureaplasma diversum por microscopia eletronica de varredura
(MEV).
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Legenda - A imagem (a) representa a fissdo binaria ocorrendo em U. diversum com
aumento de 500 x. Esta é uma diviséo celular caracteristica encontrada em Ureaplasmas
spp. Imagens (b) e (d) mostram a estrutura globular de U. diverum com aumento de
1700 e 6000x, respectivamente. A imagem (c) indica a presenca de U. diversum em
aglomerados com ampliacéo de 3500x.

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

Apesar do aumento nos estudos sobre a patogenicidade e viruléncia de U.
diversum, sua deteccdo ainda permanece prevalente em rebanhos, causando perdas
(CRANE e HUGHES, 2018; DIAZ et al., 2019; SHARMA et al., 2019). A identificagcdo
das infeccOes por U. diversum em bovinos, aumenta a preocupagdo com casos de
resisténcia as principais terapias disponiveis para o controle. Isso se deve a observacao
da ocorréncia de transferéncia horizontal de genes entre as diferentes bactérias presentes
em um mesmo local de infecgdo (SILVA et al., 2019). H& um grande interesse na
possibilidade de estimar a probabilidade de uma novilha estabelecer uma gravidez com
base em seu microbioma vaginal, para estratégias de reproducao aprimoradas (DENG et
al., 2019).



O sequenciamento recente do genoma de U. diversum (MARQUES et al., 2015)
e as analises e testes posteriores (MARQUES et al., 2016; ANDRADE et al., 2020;
SANTOS-JUNIOR et al.,, 2020) revelaram caracteristicas importantes. Anélise
genbmica, estudos de prevaléncia e ensaios de imunomodulacdo comp&em as principais
linhas de pesquisa atuais para tentar elucidar a patogénese desta bactéria (MARQUES et
al., 2016; ANDRADE et al., 2020; SANTOS-JUNIOR et al., 2020). As vias metabolicas
correspondem as mesmas encontradas em ureaplasmas humanos, como a via de sintese
de ATP pela hidrélise da ureia. Em relacdo a patogenicidade, foram encontrados genes
codificadores das enzimas urease, hemolisina, fosfolipase e também de um grande
ndmero de lipoproteinas e de variagdo antigénica. Dentre estas Ultimas encontra-se a
lipoproteina de superficie “multiple-banded antigen-like” (semelhante a proteina mba,
considerada um dos principais fatores de viruléncia em ureaplasmas humanos). Sédo
lipoproteinas diaciladas, contendo peptideo sinal e um sitio de acila¢do, que tém sido
geralmente utilizadas em métodos de sorotipagem de ureaplasmas humanos. Podem
variar de tamanho e fase in vitro e in vivo agravando o estado da infeccdo e inflamacéo
em modelo experimental com U. parvum (KNOX et al., 2010; DANDO et al., 2012;
USHIDA, et al.,, 2013). Estudos com U. parvum-MBA parcialmente purificado,
demonstraram a capacidade de tal molécula induzir a ativagdo de NF-kB via TLR’s 1, 2
e 6 in vitro (SHIMIZU et al., 2008), semelhantes aos resultados encontrados no estudo
com U. diversum (MARQUES et al., 2016).

Os estudos sobre a relacdo de U. diversum e os distarbios reprodutivos foram
considerados controversos no passado, pois acreditava-se que estes micro-organismos
eram comensais e ndo estavam relacionados com os problemas de infertilidade nos
rebanhos. Posteriormente foi detectado em amostras de mucosas cervico-vaginal e
sémen de touros aparentemente sadios. Ao longo do tempo, o acimulo de dados indicou
a relacdo patogénica deste ureaplasma com fetos abortados e descargas vulvares
anormais, sendo implicado também na ocorréncia da vulvovaginite granular em
rebanhos. Com o encontro frequente em fémeas bovinas com histérico de aborto, este
micro-organismo passou a ter importancia na saude animal. O aborto por U. diversum
pode ser resultado da placentite e da pneumonia fetal que ocorrem principalmente no
altimo trimestre da prenhez (KUNDSIN et al., 1978; NASCIMENTO e SANTOS,
2003).

Apesar da importancia de U. diversum em bovinos a sua relagdo como agente

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



de alteracGes reprodutivas (MARQUES et al., 2011). H& ainda poucos dados sobre a
aderéncia e internalizacdo em células reprodutivas ou outras linhagens celulares
bovinas, bem como informacgdes conclusivas sobre o seu modo de agdo durante as
infeccdes. Andlises recentes demonstraram que U. diversum tem capacidade de invadir
células Hep-2, induzir a apoptose (AMORIM et al., 2014), bem como aumentar a
producdo de TNF-a no ttero de camundongos experimentalmente infectados (SILVA et
al., 2016).

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

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

negligenciados (International Embryo Transfer Society, 1998).

2.4.2.1 Capsula polissacaridica e glicosiltransferase

Em 1985, Smith observou a composi¢édo da superficie de Ureaplasma spp. Neste
estudo pioneiro, identificou a presenca de acucares, acidos graxos, glicerol e fésforo,
além de que o material capsular era constituido por lipoglicanos de glicose e manose,
principalmente. No entanto, cada cepa era composta por lipoglicanos distintos, e a

localizacdo da superficie sugere que as diferencas estruturais entre os lipoglicanos


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

poderiam contribuir para a especificidade antigénica, apesar de que ainda néo se sabia 0
significado destes para as interagdes bioldgicas. Atualmente, j& se sabe que algumas
capsulas e polissacarideos sdo fundamentais para facilitar a disseminacdo de
micoplasmas e na sustentacao de uma infeccdo crénica (YIWEN et al., 2021).

A céapsula é constituida de monossacarideos de alto peso molecular, altamente
hidratados, unidos por ligacBes glicosidicas, podendo ser composta por homo ou
heteropolimeros, 0s quais podem ser substituidos por moléculas organicas e
inorganicas. Este processo é catalisado pela transferéncia de sacarideos por acao
estabelecida pela glicosiltransferase (MOREMEN e HALTIWANGER, 2019;
ROBERTS, 1996). De maneira geral (Figura 02), a biossintese come¢a com a ativagao
de um carreador lipidico, no lado citoplasméatico da membrana. Em seguida ha o
alongamento da cadeia pela adicdo sequencial de precursores de acucar
(monossacarideos) pelas glicosiltransferases. Estes precursores (unidades repetidas ou
glicoconjugado completo) atravessam transportadores na membrana, ligados a lipideos.
Os glicoconjugados ligam-se ao peptidoglicano ou a algumas proteinas, com
possibilidades de modificacGes adicionais ap6s sua ancoragem na parede celular. Uma
determinada combinacdo de genes especificos dos polimeros é um forte preditor da
estrutura do polissacarideo e, portanto, do tipo sorolégico bacteriano (sorotipo)
(MISTOU et al., 2016; MOSTOWY e HOLT, 2018).



Figura 02 - Etapas gerais na biossintese de glicoconjugados
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Legenda - Apesar da diversidade de glicoconjugados bacterianos, a biossintese é
bastante conservada e ocorre em cinco etapas basicas: (1) iniciacdo da biossintese
através da ativacdo de um carreador lipidico no lado citoplasméatico da membrana,
(2) alongamento por adicdo sequencial de monossacarideos por glicosiltransferases
para formar o polissacarideo no ligante poliprenoide, (3) translocacdo de precursores
ligados a lipidios através da membrana por transportadores, (4) ligacdo do
glicoconjugado ao peptidoglicano e (5) modificacfes adicionais ao glicoconjugado
gue podem ocorrer apos a ancoragem a parede celular.

Fonte: Adaptado de MISTOU et al., 2016.

Os aspectos genéticos relacionados a biossintese de polissacarideos tém
implicacBes importantes para a geracdo de diversidade antigénica em bactérias. Isso
porque combinacdo dos genes durante a sintese de um monossacarideo pode alterar o
sorotipo bacteriano, pela inativagdo de uma ou mais enzimas (perda genética) ou pela
transferéncia horizontal de genes que leva a nova combinacgdo de enzimas - geralmente
com a ajuda de elementos transponiveis. A presenca de genes conservados nas regides
flanqueadoras dos loci de sintese, também pode promover a troca de todo o locus por
recombinacdo homologa. Tais mudancas facilitam as alteracfes de sorotipo/antigeno

entre linhagens distantes sem ter que “inventar" uma nova combinagdo. Mudangas



genéticas e epigeneticas em genes reguladores (variacdo de fase) podem afetar a
expressdo para composicdo da capsula e a capacidade de colonizar ou infectar o
hospedeiro. Dessa forma, os antigenos de polissacarideos sdo mais flexiveis do que os
antigenos proteicos, pois as modificacdes em sua estrutura provavelmente ndo requerem
uma maquinaria genética muito complexa (MOSTOWY e HOLT, 2018).

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

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

Ao contrario da capsula de bactérias tipicas, como em E. coli, pouco se conhece
sobre o polissacarideo capsular, e a funcdo da capsula no processo patogénico € pouco
elucidada em Mollicutes e em U. diversum, especificamente. A composi¢do bioquimica

dos polimeros capsulares de Mollicutes tem sido pouco estudada. As capsulas de M.



mycoides subsp. mycoides SC, M. mycoides subsp. capri e M. dispar sdo as mais
conhecidas e sdo compostos principalmente por polimeros de 1,6-galactose, poliglucano
e acido galacturénico, respectivamente (WAITE et al.,, 2002). Provavelmente, a
biossintese capsular de M. mycoides subsp. mycoides esta associada a uma via sintética
dependente de glicose devido a presenca de uma UDP-glicose 4-epimerase (GalE) e
uma glicose-1-fosfato uridililtransferase (GalU) que usa glicose-1-fosfato para gerar
UDP-glicose (BERTIN et al., 2013). A presenca de dois genes de um transportador de
acucar foi observada no sequenciamento de U. diversum (transportador ABC de
Ribose/galactose - gudiv_307 e gudiv_308) (MARQUES et al., 2016). Acredita-se que
é provavel que esses acucares sdao capturados por U. diversume sdo incorporados
usando a glicosiltransferase para formar a capsula.

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

Os componentes da membrana citoplasmatica de alguns ureaplasmas modulam a
resposta imune principalmente as citocinas. Estes fatores, associados ou nédo, interferem
na integridade da célula hospedeira, de tecidos e Orgdos, resultando em doenca
(BUZINHANI, METTIFOGO e TIMENETSKY, 2007; CARDOSO et al., 2000;
CHELMONSKA-SOYTA et al, 1994; MARQUES et al., 2010; MARQUES et al.,
2013). Além da variacdo na producdo e composicdo da capsula polissacaridica, suas
propriedades fisicas e bioldgicas podem variar consideravelmente em micoplasmas,
como em M. genitalium e M. mycoides subsp. mycoides small colony (Mmm). A
presenca destes acucares de Mmm causou a ligacdo ao TLR 2, aumento de IL-10 e
baixos niveis de TNF-o em macrofagos bovinos, demonstrando propriedades anti-
inflamatérias para evasdo da resposta imune do hospedeiro (TOTTE et al., 2015). Em
Mycoplasma mycoides subsp. mycoides small colony type (M. mycoides SC), observou-
se que Vmm ¢é uma lipoproteina de fase variavel, localizada na superficie celular. Nesse

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



membrana, impedindo assim os anticorpos de se ligarem a Vmm (PERSSON et al.,
2002).

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



2 CONSIDERACOES FINAIS

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

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

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

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

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

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

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

danos futuros ao feto.
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