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RESUMO

SAMPAIO, B. A. Avaliacdo da imunogenicidade de proteinas recombinantes de Mycoplasma
agalactiae em caprinos para selecdo de candidatos vacinais. Dissertacdo (Mestrado em
Biociéncias) — Instituto Multidisciplinar de Saude, Universidade Federal da Bahia, Vitoria da
Conquista, 2021.

A agalaxia contagiosa € uma doenca causada classicamente pelo Mycoplasma agalactiae e afeta
pequenos ruminantes no mundo todo, sendo considerada endémica em alguns paises.
Caracterizada por ocasionar mastite, agalaxia, artrite e ceratoconjuntivite, a doenca resulta em
grandes perdas econdmicas para pequenos e grandes produtores. Como alternativa as medidas
imunoprofilaticas existentes, o presente estudo teve como objetivo o desenvolvimento de uma
vacina de subunidade recombinante contra M. agalactiae sendo avaliada quanto a sua resposta
imune especifica em caprinos. Foram utilizadas 12 cabras, divididas em trés grupos (controle,
recombinante e bacterina). Os animais do grupo recombinante foram imunizados com uma
solucdo de proteinas recombinantes, sendo essas, duas lipoproteinas de M. agalactiae (P40 e
MAG_1560), enquanto o grupo bacterina foi imunizado com M. agalactiae inativado (10°
CFU/ml). Ambas solucdes foram emulsionadas em adjuvante de Freund’s. Os animais foram
avaliados pelo periodo de 181 dias quanto a producdo de anticorpos 1gG e resposta in vitro de
PBMC’s ao estimulo das proteinas recombinantes com analise posterior da expressao de IL-1p,
IFN-y, 1IL-12 e MHC-II. Foi observado no soro dos animais imunizados com proteinas
recombinantes a producao especifica de anticorpos contra extrato total e proteinas de membrana
de M. agalactiae. Os animais imunizados com bacterina também foram capazes de produzir
anticorpos especificos principalmente contra a proteina MAG_1560. A avaliacdo do
desenvolvimento da resposta imune atraves da expressdao génica de citocinas apresentou
aumento de mRNA da citocina pré-inflamatoria IL-1B ao longo do tempo em reposta ao
estimulo das proteinas P40 e MAG_1560 pelo grupo recombinante e bacterina. No grupo
bacterina foi observada redugdo dos niveis de mRNA de IFN-y, enquanto no grupo
recombinante em resposta ao estimulo da P40 ocorreu aumento da expressao, mas nenhuma ou
reducdo da expressdao com a MAG_1560 foi observada. No grupo recombinante, a expressao
citocina IL-12 em 168 dias teve aumento da expressdo com o estimulo da P40 quando

comparado a células ndo estimuladas e a MAG_1560 apresentou aumento da expressao com 56



dias. O grupo bacterina ao longo do tempo teve aumento na expressao génica de IL-12. As
proteinas foram capazes de estimular a expressdo génica MHC-1I em ambos os grupos. O
modelo vacinal de subunidade aqui apresentado possui dados promissores de uma vacina capaz
de induzir resposta celular e humoral. A producdo de novas vacinas a partir de proteinas
antigénicas recombinantes ir4 possibilitar uma alternativa as vacinas existentes (inativadas e
atenuadas), de forma segura e eficaz, para a prevencédo da agalaxia contagiosa contribuindo para

a saude animal com impacto econémico no aumento da produtividade caprina.

Palavras-chave: Agalaxia contagiosa; M. agalactiae; recombinante; subunidade; vacina.



ABSTRACT

SAMPAIO, B. A. Evaluation of the immunogenicity of recombinant proteins from
Mycoplasma agalactiae in goats for selection of vaccine candidates. Dissertation (Masters
in Biosciences) — Multidisciplinary Institute of Health, Federal University of Bahia, Vitoria da
Conquista, 2021.

The contagious agalactia is a disease classically caused by Mycoplasma agalactiae affecting
small ruminants worldwide being considered endemic in some countries. Characterized by
causing mastitis, agalactia, arthritis and keratoconjunctivitis, the disease results in huge losses
to small and large producers. Characterized by causing mastitis, agalactia, arthritis and
keratoconjunctivitis, the disease results in great economic losses for small and large producers.
As an alternative to the existing immunoprophylactic measures, the present study aimed to
develop a recombinant subunit vaccine against M. agalactiae being evaluated for its specific
immune response in goats. Twelve goats were used, divided into three groups (control,
recombinant and bacterin). The animals in the recombinant group were immunized with a
solution of recombinant proteins, these being two lipoproteins from M. agalactiae (P40 and
MAG_1560), while the bacterin group was immunized with inactivated M. agalactiae (10°
CFU/ml). Both solutions were emulsified in Freund's adjuvant. The animals were evaluated for
a period of 181 days for the production of 1gG antibodies and in vitro response of PBMC's to
the stimulus of recombinant proteins with subsequent analysis of the expression of IL-1p3, IFN-
v, IL-12 and MHC-11. The specific production of antibodies against total extract and membrane
proteins of M. agalactiae was observed in the serum of animals immunized with recombinant
proteins. Animals immunized with bacterin were also able to produce specific antibodies
mainly against the MAG_1560 protein. The evaluation of the development of the immune
response through the gene expression of cytokines showed an increase in mRNA of the
proinflammatory cytokine IL-1B over time in response to the stimulation of P40 and
MAG_ 1560 proteins by the recombinant and bacterin groups. In the bacterin group, a reduction
in IFN-y mRNA levels was observed, while in the recombinant group, in response to the P40
stimulus, there was an increase in expression, but none or a reduction in expression with
MAG_1560 was observed. In the recombinant group, IL-12 cytokine expression in 168 days
has increased expression with the stimulation of P40 when compared to non-stimulated cells

and MAG_1560 showed increased expression with 56 days. Over time, the bacterin group had



an increase in IL-12 gene expression. The proteins were able to stimulate MHC-II gene
expression in both groups. The subunit vaccine model presented here has promising data for a
vaccine capable of inducing cellular and humoral responses. The production of new vaccines
from recombinant antigenic proteins will enable an alternative to existing vaccines (inactivated
and attenuated), in a safe and effective way, for the prevention of contagious agalactia,
contributing to animal health with an economic impact on increasing goat productivity.

Keywords: Contagious agalactia; M. agalactiae; recombinant; subunit; vaccine.
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1. INTRODUCAO

Mollicutes sdo as menores células bacterianas capazes de se autorreplicar e de vida livre.
Sdo pleomorficos, uma vez que ha auséncia da parede celular e tipicamente suas coldnias
possuem a formato de “ovo frito” (RAZIN, 1992; RIVERA-TAPIA; CEDILLO-RAMIREZ;
JUAREZ, 2002). Pertencente a classe Mollicutes, a espécie Mycoplasma constitui 0 maior
numero de espécies conhecidas dentro da classe. A explicacdo para muitas das propriedades
unicas dos micoplasmas como a sensibilidade ao choque osmético a detergentes, a resisténcia
a penicilina e a morfologia de suas colonias podem ser obtidas a partir da total auséncia da
parede celular (RAZIN, 2006; RAZIN; OLIVER, 1961).

M. agalactiae (Ma) &, classicamente, o agente etioldgico da agalaxia contagiosa (AC),
uma grave micoplasmose que afeta caprinos e ovinos no mundo todo. A primo-infec¢do por Ma
ocasiona grandes pernas econdmicas, particularmente a laticinios de grande porte, por causar
mastite e agalaxia aguda, sendo frequentemente associada a ceratite e artrite (BERGONIER,;
BERTHELOT; POUMARAT, 1997). As perdas devido a doenca podem ser em decorréncia a
morte de animais, producdo de leite, custos de tratamento e prevencdo (DE AZEVEDO et alb.,
2006). H& uma resposta eficaz quanto ao uso sistémico de antibidticos como tratamento,
entretanto, a aplicacdo local em regides anatomicas afetadas deve acompanhar o tratamento
sisttmico (KUMAR et al., 2014). Por outro lado, as estratégias de vacinagdo para agalaxia
contagiosa dependem de vacinas inativadas ou atenuadas. A eficicia das vacinas inativadas
levanta questionamentos, enquanto as vacinas atenuadas geram preocupacfes quanto a
seguranca, eficacia, inocuidade e ndo sdo permitidas em muitos paises (BERGONIER,;
BERTHELOT; POUMARAT, 1997; DE LA FE et al., 2007a). Antibioticoterapia e vacinacao
sdo alternativas ao abate de animais de alto valor genético que se encontram infectados
(GOMEZ-MARTIN et al., 2013a).

Relacionado a patogenicidade dos micoplasmas, as proteinas de membrana
desempenham um papel fundamental (SANTONA et al., 2002). Estudos que trazem a
identificacdo e caracterizacdo dessas proteinas, principalmente quanto ao seu imunoproteoma,
possibilitam o conhecimento de alvos para a formulagdo de novas vacinas contra Ma. Proteinas
antigénicas e imunorreativas aos soros de caprinos naturalmente infectados, como a P40,
MAG_1560 e MAG_6130 foram identificadas dentre 156 proteinas de membrana de Ma e
apresentadas como potenciais candidatas a formulacgdo de vacina contra AC (BARBOSA et al.,

2020; FLEURY et al., 2002). O isolamento de estruturas bacterianas, como proteinas
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antigénicas ou polissacarideos, sdo subunidades que purificadas s&o utilizadas para compor
vacinas de subunidades (STRUGNELL et al., 2011). Esse modelo de vacina possui
propriedades atraentes como maior eficiéncia da vacinacao e capacidade de combinar antigenos
com outros imunizantes (NKANDO et al., 2016).

Nesse contexto, apesar de serem escassos 0s estudos com a utilizagdo de vacinas
recombinantes de subunidades aplicadas a Ma, o estudo de proteinas antigénicas e a sua
utilizacdo para desenvolvimento de vacinas recombinantes utilizando subunidades do
microrganismo sdo um caminho promissor considerando questionamentos relacionados a

eficacia e seguranca das vacinas existentes para agalaxia contagiosa.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Caprinos e producéo de leite

Em pequenos sistemas agricolas e na agricultura, os pequenos ruminantes sdo
importantes na formagdo de um nicho econémico e ecoldgico. Caprinos estdo dentre as
primeiras espécies a serem domesticadas e tém o seu leite e carne sendo usufruidos, no Oriente
Médio, desde 2500 a.C (DUBEUF; BOYAZOGLU, 2009; ESCARENO et al., 2012). A criagéo
de cabras contribui para a subsisténcia das familias de fazendeiros criadores de gado, de média
e baixa renda, que além de suas pequenas propriedades e rebanho possuem poucos recursos.
Esses animais podem fornecer suprimento farto e regular de leite, fibras, pele e carne (DHARA
et al., 2012). Além disso, exigem pouco na alimentacdo, uma vez que podem utilizar vegetacédo
rasteira e arbustos que nao sdo tdo bem aceitas por outros animais como ovinos e bovinos
(MORAND-FEHR et al., 2004).

Desde 1960, a populacdo caprina global tem aumentado devido as mudangas nas
preferéncias alimentares da populacdo, na fonte renda e mudancas climaticas que limitam a
criacdo de gado em determinadas areas (MILLER; LU, 2019). Em 2019, a producéo global do
rebanho caprino contava com mais de 1 bilhdo de cabecas. A participa¢do dos continentes na
producio do animal ¢ liderada pela Asia (52,6%), seguido de Africa (41,9%), Américas (3,6%),
Europa (1,5%) e Oceania (0,4%). Os dez maiores paises produtores sdo compostos
majoritariamente por paises asiaticos e africanos, sendo os trés maiores produtores a india,
China e Nigéria. Por outro lado, quanto a producao de leite caprino, a Europa (15,4%) possuli
maior producio que as Américas (4%). A india, além de ter o maior nimero de caprinos, segue
como a maior produtora de leite, seguida por Bangladesh, Sud&o, Paquistdo, Franga, Turquia,
Espanha, Suddo do Sul, Niger e Paises Baixos (FAO, 2019).

Nas Américas, 0 México e Brasil, com pequena producdo e aproveitamento local, séo
0s principais produtores de leite caprino. Apesar de menor quantidade, os Estados Unidos e o
Canada tém crescido com o rebanho de cabras leiteiras. O Brasil é considerado o maior produtor
de leite de cabra na América do Sul (LU; MILLER, 2019). Em 2017, o territério brasileiro,
produziu 26,1 milh&es de litros de leite caprino. O pais, em 2019, contava com 11,3 milhGes de
caprinos, sendo o Nordeste o maior detentor, com mais de 10,6 milhGes de cabecas (IBGE,
2017, 2019). Na regido Nordeste, com o objetivo de fortalecer agricultores familiares e
simultaneamente alimentar parte da populacdo em risco alimentar, através do Programa de

Aquisicdo de Alimentos (PAA), ha o incentivo a producdo por parte do governo federal e
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estadual que realiza a compra de leite caprino desses produtores. Em regides, como no Sudeste
o0 incentivo de producdo provém da busca de alimentos diferenciados de um mercado
consumidor especial (PERDIGAQ; OLIVEIRA; CORDEIRO, 2016).

Fatores limitantes que podem interferir no aumento da produtividade e da oferta de leite
ou carne caprina no Brasil incluem: nutricdo, alimentacédo do rebanho, intervalo entre os partos,
potencial genético e controle de enfermidades. E necessario que esses fatores estejam incluidos
nos custos da producdo de leite (LUIGI GONCALVES et al.,, 2008). Ainda assim, a
caprinocultura leiteira no pais se consolida com rentabilidade por ndo necessitar de grandes

areas para o desenvolvimento ou de muitos investimentos (VASCONCELOS et al., 2008).

2.2 Mollicutes

Os microrganismos da classe Mollicutes, pertencente ao filo Tenericutes, sao
caracterizados por ndo sintetizarem percursores do peptideoglicano sendo bactérias desprovidas
de parede celular. Circundados apenas por uma membrana plasmatica, os procariotos da classe
sdo pleomorficos e quase todas as espécies, em condi¢Bes adequadas, formam col6nias em
formato de ovo-frito (BERGEY, 2010). Sdo definidos pelo pequeno tamanho do genoma
variando entre 0.58-2.2 Mpb, contendo baixo contetdo de G+C compreendendo entre ~23-40%
mol (RAZIN; HERRMANN, 2002).

Ha uma lista crescente de hospedeiros para esses microrganismos em decorréncia a sua
ampla distribuicdo na natureza, infectando plantas, animais, humanos, aves, peixes e insetos
(RIVERA-TAPIA; CEDILLO-RAMIREZ; JUAREZ, 2002). A classe Mollicutes é subdividida
em quatro ordens: Mycoplasmatales, Entomoplasmatales, Acholeplasmatales e
Anaeroplasmatales. A ordem Mycoplasmatales composta por duas familias,
Mycoplasmataceae e Incertae sedis, compreende majoritariamente as espécies pertencentes a
classe Mollicutes. A familia Mycoplasmataceae possui dois géneros, Mycoplasma e
Ureaplasma, possuindo o género Mycoplasma 116 espécies validamente descritas (BERGEY,
2010).

A auséncia da parede celular separa os micoplasmas de outras bactérias colocando-os
na classe Mollicutes. Delimitados apenas por uma membrana plasmatica as células de
micoplasma sdo predominantemente esféricas com didmetro variando entre 0,3 - 0,8 pum
(RAZIN, 2006). Com a auséncia da parede celular em Mollicutes, ha resisténcia inata desses
microrganismos a -lactamicos e todos os antimicrobianos que tem como alvo a parede celular,

como fosfomicina e glicopeptideos. Sdo também resistentes a sulfonamidas, polimixinas, acido
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nalidixico, trimetropima e rifampicina (RAZIN; HERRMANN, 2002).

Com o tamanho do genoma reduzido, apresentando uma economia genética biol0dgica,
ha requisitos nutricionais complexos impostos a esses microrganismos, como a dependéncia de
suprimentos externos de precursores biossintéticos, incluindo nucleotideos, acidos graxos,
esterois e aminoacidos. Esses fatores acabam ditando o modo de vida parasitario que poucos
organismos possuem (BASEMAN; TULLY, 1997). A adesdo dos micoplasmas ao tecido,
principalmente ao epitélio, € um mecanismo para sobreviver no hospedeiro para evitar o sistema
de defesa e ter acesso aos nutrientes necessarios (HENTSCHEL; MUHLRADT, 1998). Os
tratos respiratorio e urogenital, glandulas mamarias, olhos e articula¢des s&o os habitats naturais
dos micoplasmas. Alguns microrganismos desse género podem entrar no corpo do hospedeiro
pelo trato respiratério ou urogenital e, em seguida, atingir outros tecidos (RIVERA-TAPIA,
CEDILLO-RAMIREZ; JUAREZ, 2002).

As propriedades patogénicas dos micoplasmas tém contribuicdo da capacidade de
imunomodular a resposta imune do hospedeiro, permitindo o escape e supressdo dos
mecanismos de defesa estabelecendo uma infeccdo cronica persistente. Os microrganismos
afetam o sistema imunologico induzindo estimulacdo ou supressdo policlonal de linfocitos T e
B; aumentando a expressao de receptores celulares; induzindo a producdo de citocinas;
aumentando a citotoxicidade de células “natural killer” e células T; e com ativag¢ao da cascata
do sistema complemento (RAZIN; YOGEV; NAOT, 1998). Para colonizacdo do parasita e para
a infeccdo, a adesdo do micoplasma a célula hospedeira é um pré-requisito. Através da mutacéo
a perda da capacidade de adesdo resulta em perda de infecciosidade (KRAUSE; LEITH;
BASEMAN, 1983; RAZIN; JACOBS, 1992).

Alguns micoplasmas encontrados em humanos podem causar doencas, entretanto outros
sdo comensais, compondo o trato urogenital e microbiota orofaringea. Animais como ovelhas,
cabras, cavalos, galinhas, gado, perus e suinos possuem uma grande variedade de molicutes,
muitos deles patogénicos (RAZIN, 2006).

2.3 Agalaxia contagiosa

Agalaxia contagiosa (AC) e pleuropneumonia contagiosa caprina (CPP) sdo as
principais doencas ocasionadas por micoplasmas em pequenos ruminantes. A agalaxia
contagiosa tem como agente classico Mycoplasma agalactiae (Ma), sendo também ocasionada
por outros micoplasmas que produzem quadros clinicos semelhantes, como Mycoplasma

capricolum subespécie capricolum (Mcc) e Mycoplasma mycoides subespécie mycoides “large
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colony type” (MmmLC). Além de Mycoplasma putrefaciens (Mp) que em determinadas
condicBes podem ser responsaveis por sintomas similares (BERGONIER; BERTHELOT;
POUMARAT, 1997). A doenca, conhecida ha 200 anos, foi descrita pela primeira vez em 1816
na Italia, sendo conhecida como “mal di sito” (“doenc¢a do lugar”) devido a possibilidade dos
animais se contaminarem depois de pastarem em local contaminado. A denominacéo atual foi
dada por Brusasco em 1871 (LAMBERT, 1987; NICHOLAS, 1998). A agalaxia contagiosa é
listada pela Organizacdo Mundial de Satide Animal (OIE) como uma das doencas notificaveis
(OIE, 2021).

Atingindo caprinos e ovinos de ambos os sexos, dependendo da rota de entrada,
quantidade e viruléncia de organismos e estado imunoldgico do animal, o periodo de incubacao
de M. agalactiae pode variar de alguns dias a semanas e até dois meses (KUMAR et al., 2014).
Os meios mais comuns de entrada para Ma sdo as vias respiratdrias, orais ou mamarias. O
agente responsavel pela infeccdo é carreado através do sangue circulante produzindo alteraces
inflamatorias nos 6rgédos alvo, como: nddulos linfaticos, olhos, articulagGes, glandula mamaéria
e tenddes. Assim, os animais infectados desenvolvem bacteremia com febre (MADANAT,;
ZENDULKOVA; POSPISIL, 2001). Nas micoplasmoses, persisténcia no hospedeiro e
eficiéncia na colonizagéo sdo etapas fundamentais durante a infecgdo e séo, principalmente,
intermediadas por adesdo as células hospedeiras, eliminagdo de nutrientes e evasao imunoldgica
(JAY; TARDY, 2019). Durante a infeccdo os animais ndo desenvolvem anemia ou septicemia,
apesar de serem afetados clinicamente e metabolicamente, como com a reducdo de proteinas
séricas totais, glicose e concentracdes de albumina (KIZIL; OZDEMIR, 2006).

Com a infeccdo por Ma, estagios clinicos da doenca na glandula mamaria manifestam
através de distarbios funcionais que podem variar de hipogalaxia transitéria a agalaxia abrupta
e total. Sdo sintomas associados com o desenvolvimento de mastite (bilateral ou unilateral),
aumento dos lifonodos retromamarios, endurecimento do tecido e formacdo de abscessos
(BERGONIER; BERTHELOT; POUMARAT, 1997). A mastite catarral ou parenquimatosa,
além de levar a agalaxia também leva a atrofia dos tecidos conjuntivos nas glandulas mamarias
(KUMAR et al., 2014). O microrganismo tem a capacidade de alterar durante o processo de
infeccdo mamaéria o subconjunto de células inflamatdrias. Além de possivelmente comprometer
a habilidade de macrofagos e neutrdfilos de fagocitar, o que coincide com a incapacidade do
sistema imune inato, durante a fase aguda da infeccdo mamaria, de controlar e bloquear a
infeccdo (CASTRO-ALONSO et al., 2010). Assim, a cabra ou ovelha pode apresentar a

diminuicdo ou perda completa na producdo de leite que podem assumir tonalidade amarelada
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(leucocitose) (CORRALES et al., 2007).

Os sintomas também podem aparecer através da rigidez das articulagGes a claudicagéo
severa que impossibilita o animal de andar ou ficar em pé. Na forma de artrite ou poliartrite as
articulacGes do tarso, carpo e dos joelhos sdo as mais afetadas (CORRALES et al., 2007).
Atingindo os olhos, a conjuntivite levando a ceratite parenquimatosa com revascularizagdo da
cérnea sdo sintomas oculares (BERGONIER; BERTHELOT; POUMARAT, 1997). Em fémeas
gravidas, principalmente devido a inflamacdo do utero, disfuncbes dos 6rgéos genitais sdo
observadas com abortos ocasionais ou natimortos. Inflamacao testicular pode ser produzida em
animais machos. (KUMAR et al., 2014).

Os sinais clinicos ao evoluir irdo depender da forma clinica, aguda ou crénica, que
prevalece e das medidas terapéuticas e higiénicas aplicadas. Assim, a doenca tendo como agente
o M. agalactiae, sera clinicamente reconhecida pela auséncia de apetite, alteracdo da
consisténcia e producdo do leite em ovinos ou caprinos em lactagcdo como resultado da mastite,
temperatura corporal elevada, ceratoconjuntivite, claudicacdo e fémeas gravidas que podem
abortar (BERGONIER; BERTHELOT; POUMARAT, 1997; CORRALES et al., 2007,
NICHOLAS; AYLING; LORIA, 2008). A infeccdo sistémica permite que micoplasmas
responsaveis por causar agalaxia contagiosa estejam presentes em diferentes localizacdes
anatdmicas, explicando as diferentes vias de transmisséo, sendo comumente propagado pela via
mamaria (GOMEZ-MARTIN et al., 2013a; PRATS-VAN DER HAM et al., 2016). A
transmisséo vertical pode ocorrer da mae para o feto durante a gravidez, observada a existéncia
de poliartrite congénita em cabritos nascidos em rebanho com histérico de surto recente da
doenga (BERGONIER; BERTHELOT; POUMARAT, 1997; FILIOUSSIS et al., 2011).

A persisténcia de micoplasmas em érgdos infectados com a doenga, como Uberes, olhos,
trato respiratorio e outros locais, tornam estas as principais rotas de transmisséo direta dentro
do rebanho. Podendo ocorrer através da: via oral, com a alimentacdo com o colostro; mamaria,
com a alimentacdo infantil de animais; e respiratoria, com a secrecdo nasal. A utilizacdo de
dispositivos de ordenha dos animais tem papel significativo na transmissdo indireta (JAY;
TARDY, 2019). A presenca e excrecdo de Ma no sémen de caprinos assintomaticos, aponta um
provavel risco de transmissdo venérea de AC (GOMEZ-MARTIN et al., 2015; PRATS-VAN
DER HAM et al., 2016). A capacidade do microrganismo de manter-se a temperatura ambiente
reforca a sua rapida disseminacéo atraves do contato de animais saudaveis e infectados. A
presenca em rebanho de portadores assintométicos que carregam o agente infeccioso também é

de grande preocupacao. Além das espécies de animais que ndo sdo hospedeiros e que podem
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atuar como reservatorios da infeccdo, como gado e outros pequenos ruminantes selvagens
(KUMAR et al., 2014). Em locais onde a producdo leiteira e pastoreio de pequenos ruminantes
¢ comum, considera-se que ocorra o desenvolvimento da agalaxia contagiosa, apesar de ser
pouco relatada e subdiagnosticada (JAY; TARDY, 2019). Entre ruminantes selvagens, a
ocorréncia de surtos pode ser associada a movimentagdo de rebanho, alta densidade
populacional, o compartilhamento de pastagens e bebedouros com interacdo entre espécies
domeésticas e condi¢bes climaticas desfavoraveis. A presenca de muitos portadores
assintomaticos da doenca em areas endémicas compromete o controle da doenca e medidas de
erradicacdo contribuindo para a persisténcia da infecgdo (GOMEZ-MARTIN et al., 2013a;
VERBISCK-BUCKER et al., 2008).

A doenca esta concentrada em paises da Asia Ocidental e do Mediterraneo. Ha a
dificuldade em estimar a proporcédo total do problema, uma vez que poucos paises realizam
estudos de prevaléncia (LORIA et al., 2019). De acordo com relatérios da OIE relacionado a
situacdo da doenca, no periodo de 2016 a 2019 a presenca da agalaxia contagiosa foi anualmente
registrada em animais domésticos de paises como: Albania, Brasil (a partir de 2017), Chipre,
Franca, Ird, Israel, Italia, Mongolia, Palestina e Portugal. Esporadicamente durante esse periodo
houve registro nos Estados Unidos, durante o segundo semestre de 2017 e no Chile, durante o
primeiro semestre de 2019. Na Espanha, durante esse tempo os relatérios foram de infecgdo ou
infestacdo em zonas limitadas encaminhando para a efetiva presenca da doenca. O Japéo, desde
julho de 2019 tem reportes anuais da enfermidade. (OIE, 2019)

Os dados fornecidos pela OIE ndo diferenciam os agentes etioldgicos, assim devem ser
apresentados através de estudos (JAY; TARDY, 2019). Na Franca, a AC é considerada
endémica, sendo que para ovelhas, M. agalactiae é um problema na regido dos Pirinéus
Ocidentais. Apesar de nos Ultimos anos, devido a medidas de controle, a prevaléncia da infeccao
pelo patdgeno ter reduzido 5% (CHAZEL et al., 2010; JAY; TARDY, 2019). Em estudo
envolvendo fazendas de doze provincias da Espanha, Ma foi a Unica espécie encontrada
frequentemente presente em ovelhas leiteiras, estando amplamente distribuida (ARIZA-
MIGUEL; RODRIGUEZ-LAZARO; HERNANDEZ, 2012). Em Mudrcia, area endémica da
Espanha, 66,7% de 66 rebanhos caprinos analisados foram positivos para micoplasmas, sendo
75% infectados somente com M. agalactiae, 4,55% por M. mycoides subespécie capri e 20,45%
por ambas as especies. Esses animais apesar de ndo apresentarem surtos de agalaxia contagiosa,
apresentaram grande namero de casos de mastite clinica ocasionados pelos micoplasmas
(AMORES et al., 2012).
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No Brasil, a primeira ocorréncia de AC tendo como agente etioldgico M. agalactiae,
apresentou animais com alta morbidade da doenga e foi introduzida em fazendas onde o
microrganismo ndo estava presente. Apds a primeira identificacdo em S&o Paulo, a doenca se
espalhou para Paraiba, Rio Grande do Norte e Pernambuco (DE AZEVEDO et al., 2006). Trés
anos depois, no estado da Paraiba, a alta prevaléncia (83,28%) de anticorpos para M. agalactiae,
em animais que apresentavam sinais clinicos para AC, foi relatada confirmando a possibilidade
da disseminacdo do patdégeno com a comercializacdo intensiva e transito livre de animais
(CAMPOS et al., 2009). No Rio Grande do Norte, a soroprevaléncia de 7,8% de M. agalactiae
foi identificada em caprinos (DAMASCENO et al., 2020). A presenca de anticorpos também
foi identificada em caprinos do Ceara (PEIXOTO et al., 2018) e a excre¢do de Ma no sémen e
leite de caprinos no estado de Pernambuco (ALVES et al., 2013). No sudoeste da Bahia, 0
agente etioldgico principal também foi detectado em amostras de swab nasal de caprinos, apesar
de ter sido um baixo percentual (CASTILHO JUNIOR et al., 2021). A produgéo caprina foi
favorecida pela importacdo de ragas exdéticas para o0 melhoramento genético do rebanho nativo,
entretanto consequéncias socioeconémicas como depreciacdo e perda dos rebanhos podem
ocorrer devido a pouca énfase no controle das doencas infecciosas como a AC (BANDEIRA et
al., 2008).

Com base em sinais clinicos, como a ceratoconjuntivite, lesGes articulares, perda da
producdo de leite e mastite, é realizado o diagndstico primario ou provisério do organismo.
Sugestivo de infeccdo por M. agalactiae ha a descoloracédo do leite em cor verde-amarelada,
inchacos articulares e claudicacdo (KUMAR et al., 2014). O isolamento e identificacdo do
agente infeccioso no exame laboratorial permite a confirmacdo do diagnostico clinico. A coleta
de material para analise pode ser do leite, sangue, urina, exsudatos articulares e esfregacos
vaginais, oculares ou nasais. Apds a morte do animal, o exame pode ser realizado através de
amostras coletadas também de exsudatos articulares, além da glandula mamaria, linfonodos
regionais e lesdes pulmonares (MADANAT; ZENDULKOVA; POSPISIL, 2001).

Para o isolamento dos micoplasmas, meios de cultura foram desenvolvidos, como: meio
Hayflick, Eaton’s ou SP4. Extrato de levedura e soro sdo componentes comumente adicionados,
além de acetato de talio e penicilina que sdo utilizados para evitar contaminagdo bacteriana
(CORRALES et al., 2007). Com o isolamento dos micoplasmas causadores da doenca no
animal afetado, a identificacdo do microrganismo ocorre através de testes bioquimicos,
moleculares e soroldgicos (NICHOLAS; AYLING; LORIA, 2008). Sendo gue nos isolados, 0

primeiro teste a ser realizado deve ser a sensibilidade a digitonina, separando assim
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Mycoplasma de Acholeplasma. Porém, as propriedades bioquimicas como a presenca de filme
e manchas em meio sélido ou a protedlise em meio contendo caseina ou soro coagulado, sdo
cada vez mais variaveis apresentando pouco valor diagnéstico (OIE, 2018; POVEDA, 1998).

Comumente utilizada, a técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) parece ser
uma ferramenta ainda mais sensivel e eficaz para identificacdo de micoplasmas responsaveis
pela agalaxia contagiosa, como o M. agalactiae (KUMAR et al., 2014). O diagndstico pode
ser realizado com a identificacdo atraves de técnicas de PCR com sequéncia de RNAr 16S
(CHAVEZ GONZALEZ etal., 1995), do gene uvrC (SUBRAMANIAM et al., 1998) multiplex-
PCR (FODDAI et al., 2005; GRECO et al., 2001) e PCR em tempo real (LORUSSO et al.,
2007; ORAVCOVA et al., 2009). Em termos de especificidade, sensibilidade e tempo, a técnica
de PCR oferece vantagens em relacdo ao cultivo do microrganismo (NICHOLAS, 2002).

Os testes comerciais de ELISAs existentes para identificacdo da AC sdo atualmente
limitados a sorodiagnéstico de Ma (JAY; TARDY, 2019). Entretanto, o desempenho desses
testes pode ser afetado pela variabilidade dentro das cepas de M. agalactiae, pela regido
geografica ou espécies hospedeiras (ovelhas ou cabras). Os testes de ELISA a serem realizados,
utilizam antigenos totais da cepa do microrganismo ou proteinas de fusao e copias de proteinas
imunogénicas especificas como antigeno alvo (POUMARAT et al., 2012). Outros testes
sorologicos também podem ser realizados como fixagdo de complemento e teste de
imunotransferéncia (OIE, 2018).

O tratamento da agalaxia contagiosa com antibiético pode proporcionar o
desaparecimento dos sinais clinicos ou sua reducdo drastica. O uso dos antibidticos pode
apresentar certas limitacOes, entretanto, ha eficacia quanto sintomas clinicos em animais
infectados de forma subaguda e limitando que animais desenvolvam a forma clinica da doenca.
O tratamento para o desaparecimento ou reducdo dos sintomas deve ser adequado em termos
de principio ativo, dose e duracdo (CORRALES et al., 2007). O resultado do tratamento pode
ser fraco ou nenhum caso ndo ocorra definicdo da dose terapéutica ou o antibiético ndo seja
administrado por periodo suficientemente longo (MADANAT; ZENDULKOVA; POSPISIL,
2001). Macrolideos, clindamicina, florfenicol, tilosina, tiamulina, fluoroquinolonas, tilmicosina
tetraciclina e lincomicina sdo antibidticos comumente utilizados para tratar a doenca (KUMAR
et al., 2014; LORIA et al., 2003). Entretanto, é apresentada a resisténcia de Ma a antibioticos
como macrolideos, lincosamidas, tilosina e fluoroguinolonas (PRATS-VAN DER HAM et al.,
2017b; TATAY-DUALDE et al., 2017). Além também de causar efeitos na reducdo da

motilidade espermatica de caprinos em tratamento com marbofloxacina (fluorogquinolona
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sintética) (GOMEZ-MARTIN et al., 2013b).

No intuito de minimizar a expressdo clinica da doenga, estratégias preventivas além do
abate e tratamento com antibidticos, incluem a vacinacdo. Nos paises mediterraneos da Europa
e na Asia Ocidental, as vacinas para prevencdo sdo amplamente utilizadas. Sendo aplicadas
extensamente no sul da Europa, hé& as vacinas comerciais inativadas por formalina aplicadas
para Ma, entretanto, ndo sdo consideradas muito eficazes. Em paises como a Turquia, sendo
consideradas mais protetoras que as inativadas, sdo utilizadas vacinas vivas atenuadas para o
patdgeno. Em contrapartida, as vacinas atenuadas trazem preocupac¢des quanto a inocuidade,
eficacia e seguranca, ndo sendo permitidas em diversos paises. Esse modelo vacinal ndo pode
ser aplicado em animais lactantes e podem produzir infeccdo passageira com eliminacdo de
micoplasma (DE LA FE et al., 2007b; OIE, 2018). Como a doenca pode ser ocasionada por
mais de uma espécie de micoplasma, também ha a comercializacdo de vacinas trivalentes, na
Itdlia, combinando M. agalactiae, MmmLC e Mcc (NICHOLAS; AYLING; MCAULIFFE,
2009). No Brasil, ndo ha legislacdo quanto ao uso das vacinas para AC, além da
indisponibilidade destas no mercado (ALCANTARA et al., 2013).

A inativacdo de Ma com saponina, fenol ou formalina é capaz de manter o padréo de
proteinas de superficie proxima ao micoplasma intacto. Porém, vacinas inativadas com fenol e
saponina garantem maior protecdo contra a infecgdo pelo patdgeno do que as inativadas por
formalina (TOLA et al., 1999). Quando comparada uma vacina experimental inativada com
saponina com vacina comercializada inativada por formalina, a inativada por saponina
apresentou maior protecdo além de diminuir a excrecdo de micoplasmas reduzindo assim o
risco de disseminacdo da infeccdo dentro do rebanho. Entretanto, a vacina viva atenuada
apresentou maior eficacia quanto a protecédo e reducdo da excre¢do quanto as vacinas inativadas
comercial e experimental (AGNONE et al., 2013).

A medida vacinal licenciada para prevencdo da agalaxia contagiosa faz necessaria
repetidas vacinac@es a cada seis meses, uma vez que a inducdo de niveis de anticorpos que
podem rapidamente diminuir. A eficacia de protecdo dessas vacinas depende de propriedades
como quantidade do antigeno, cepa vacinal ou adjuvantes (LACASTA et al., 2015). As vacinas
gue sdo compostas por adjuvantes como hidroxido de aluminio, apesar de promover baixa
producdo de anticorpos que persistem por curto periodo, proporcionam maior seguranca.
Todavia, apesar da possibilidade de provocar no animal, no local de inoculagéo, inducéo de
reacdo granulomatosa, vacinas com adjuvantes de 6leo mineral s&o capazes de produzir maiores

niveis de anticorpos por longos periodos e sdo altamente imunogénicas (BUONAVOGLIA et
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al., 2010).

A identificacdo e caracterizacdo de proteinas imunogénicas do agente etiolégico, Ma,
podem ser promissoras na formulacdo de vacinas recombinantes proteicas para a doenca
(BARBOSA et al., 2020; CACCIOTTO et al., 2010; CHESSA et al., 2009; FLEURY et al.,
2001, 2002). As vacinas de nova geragdo contra a AC seriam favoraveis em regiGes endémicas
com baixo padrdo social e econémico em que a vacinacdo é considerada adequada
(MADANAT; ZENDULKOVA; POSPISIL, 2001).

2.4 Mycoplasma agalactiae

Dentre as, aproximadamente, 200 diferentes espécies de molicutes animais conhecidas,
principalmente espécies de Mycoplasma, uma pequena parte é patogénica. As micoplasmoses
animais, em sua maioria, sao doencas com letalidade relativamente baixa e com alta morbidade
(RAZIN; HERRMANN, 2002). Dessa forma, ha um papel dominante na epidemiologia das
micoplasmoses em portadores aparentemente saudaveis. Assim, as micoplasmoses animais sao
essencialmente problemas de rebanho do ponto de vista econémico e médico (NICOLET,
1996). Sdo responsaveis por doencas graves na pecuaria, como agalaxia contagiosa em
pequenos ruminantes, pleuropneumonia contagiosa caprina e bovina, pneumonia enzoética em
suinos, doenca respiratoria cronica em aves e pneumonia em bezerros (NICHOLAS; AYLING;
MCAULIFFE, 2009). Em muitas doencas bovinas e ovinas, micoplasmas animais como M.
bovis e M. agalactiae possuem um papel determinante (FODDAI et al., 2005).

M. agalactiae (Ma) afetando, principalmente, cabras e ovelhas é o agente cléssico
etioldgico da agalaxia contagiosa. Com tamanho entre 124-250 nm e auséncia de motilidade €
uma bactéria principalmente cocoide podendo assumir formas filamentosas que crescem a 37°C
em meio Hayflick ou SP4 suplementado com glicose, apesar de ndo fermentar o carboidrato
(BERGEY, 2010; KUMAR et al., 2014). Com muita sensibilidade a altas temperaturas, Ma
pode ser inativado com exposi¢do de 5 minutos a 60°C, 1 minuto a 100°C ou rapidamente
inativado com exposicdo a radiacdo ultravioleta ou corantes. Pode ser destruido facilmente com
desinfetantes de uso comum (KUMAR et al., 2014).

M. agalactiae esta intimamente relacionado com M. bovis, possuindo apenas oito
nucleotideos de diferenca das sequéncias de RNAr 16s, correspondendo a 99,5% de
similaridade de nucleotideos (CHAVEZ GONZALEZ et al., 1995). Além disso, possui 10-18%
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do seu genoma codificador submetido a transferéncia horizontal de genes com organismos do
grupo Mycoplasma mycoides. Sendo ambos patdgenos de ruminantes, 0 ambiente em comum
compartilhado poderia ter favorecido a transferéncia de material genético entre esses
micoplasmas (SIRAND-PUGNET et al., 2007).

Envolvidas em diversas fungdes, como absorcdo de nutrientes, aderéncia as celulas
hospedeiras e imunomodulagdo, as lipoproteinas representam uma grande proporcdo do
proteoma de superficie dos micoplasmas (CACCIOTTO et al.,, 2021). Os mecanismos de
persisténcia e infeccdo do Ma ainda s@o desconhecidos, entretanto ha em sua superficie uma
diversidade antigénica através da alternancia de alta frequéncia de lipoproteinas de superficie
imunodominantes denominadas proteinas varidveis de M. agalactiae (Vpmas) (CHOPRA-
DEWASTHALY et al., 2012). Outras proteinas lipossoliveis com potencial antigénico do
micoplasma em questdo também ja foram identificadas, como: P80 (TOLA et al., 2001, 1997),
P40 (FLEURY et al., 2002), P48 (ROSATI et al., 2000), MAG_1560 e MAG_6130
(BARBOSA et al., 2020). Além das proteinas de membrana que possuem papel fundamental
na patogénese do micoplasma, ha a formacdo de biofilmes prolificos (MCAULIFFE et al.,
2006), a capacidade de invasdo celular (HEGDE et al., 2014), a producdo de perdxido de
hidrogénio (KHAN; MILES; NICHOLAS, 2005) e a digestdo de NETs (armadilhas
extracelulares de neutréfilos) (CACCIOTTO et al., 2016).

Na inibicdo do crescimento de M. agalactiae, tetraciclinas, quinolonas e macrolideos
(com excecdo de eritromicina) sdo antibioticos eficazes (ANTUNES et al., 2008; PRATS-VAN
DER HAM et al., 2017b). Entretanto, é observado crescente resisténcia a macrolideos pelo
microrganismo associada a mutagdes de resisténcia (PRATS-VAN DER HAM et al., 2017a).
A utilizacdo de antibidticos é uma das medidas adotadas para controle da agalaxia contagiosa,
ocasionada por Ma, entretanto a resisténcia a antibioticos pode levar a ineficiéncia de alguns
tratamentos (BERGONIER; BERTHELOT; POUMARAT, 1997; GOMEZ-MARTIN et al.,
2013a).

2.5 Vacinas recombinantes

O reconhecimento e eliminacdo de patdgenos através do estimulo de respostas imunes
sdo 0s objetivos da administracdo de vacinas (MOYLE, 2017). Assim, a prevencao que as
vacinas podem proporcionar frente aos sintomas de uma determinada doenga, consequéncia do
estabelecimento de uma infeccdo patogénica, ainda que ndo ocorra evitando completamente a
infeccdo, é capaz de limitar suas consequéncias (LEO; CUNNINGHAM; STERN, 2011). Para
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tratar de muitas doengas humanas e veterinarias, em maioria, as vacinas disponiveis dependem
de tecnologias de patdgenos vivos atenuados ou inativados. Apesar de serem utilizadas com
sucesso para tratarem das enfermidades, ambas as técnicas possuem problemas associados e
limitacGes que incluem economia de fabricacéo, eficacia protetora, cultivo do agente infeccioso
in vitro, modo de apresentacdo, inocuidade, introducdo de outros agentes infecciosos, dentre
outros (FRANCIS, 2018).

Com os problemas associados a vacinas utilizando o organismo inteiro, uma abordagem
opcional seria as vacinas de subunidade que em sua composic¢éo, para estimular uma resposta
imune apropriada, baseia-se em componentes microbianos como, por exemplo, antigenos de
carboidratos e proteinas ou peptideos (MOYLE; TOTH, 2013, 2008). A vacina de subunidade
tem como principio basico o isolamento e transferéncia do gene responsavel por codificar a
molécula para um segundo organismo geralmente ndo patogénico, sendo produzida pelo
hospedeiro heter6logo. A subunidade recombinante pode ser projetada para que seja aplicada
como imunégeno purificado (LILJEQVIST; STAHL, 1999). A producdo de uma vacina de
subunidade eficaz deve levar em consideracdo trés componentes: antigenos especificos,
imunoestimulantes e sistema de entrega (BOBBALA; HOOK, 2016). Dessa forma, para o
desenvolvimento desse modelo vacinal é necessario o conhecimento dos antigenos microbianos
que séo capazes de estimular a imunidade protetora em resposta a infeccdo (MOYLE; TOTH,
2013). Esta abordagem é possivel através da vacinologia reversa que permite a identificacdo
sistematica de todos 0s antigenos potenciais de um patégeno a partir do genoma sequenciado e
avancos da bioinformatica (MORA et al., 2003).

Para o desenvolvimento de vacinas micoplasméaticas com novos alvos, é importante a
identificacdo de proteinas de membrana dos micoplasmas, considerando que estas possuem um
papel fundamental na sobrevivéncia e patogénese desses organismos (BARBOSA et al., 2020).
Estudos que apresentam proteinas de membrana imunogénicas de Mycoplasma agalactiae,
como a P40 (FLEURY et al., 2002), P30 (FLEURY et al., 2001), MAG_1560 e MAG_6130
(BARBOSA et al., 2020), P48 (CHESSA et al., 2009; ROSATI et al., 2000) proporcionam
possibilidades para o desenvolvimento de vacinas recombinantes de subunidades para a doenca

ocasionada pelo microrganismo.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Avaliar aimunogenicidade de duas proteinas antigénicas recombinantes de Mycoplasma
agalactiae em modelo animal utilizando caprinos para constituicdo de vacinas recombinantes

de subunidade contra agalaxia contagiosa.

3.2. Objetivo especifico

I. Realizar a expressdo e purificacdo de duas proteinas antigénicas recombinantes de M.
agalactiae.

Il. Avaliar a resposta humoral desencadeada por duas proteinas antigénicas
recombinantes de M. agalactiae pela avaliacdo dos niveis de 1gG nas amostras de soro dos
animais inoculados com as duas proteinas antigénicas recombinantes purificadas e inoculados
com bacterina por 181 dias.

I1l. Analisar a expressdo génica de marcadores inflamatdrios desencadeada pela
estimulacdo in vitro de células sanguineas do sangue periférico (PBMC) obtidas de animais

antes e depois da imunizacdo com as proteinas antigénicas recombinantes.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Proteinas recombinantes

4.1.1. Expressao e purificacdo de proteinas antigénicas

As proteinas antigénicas recombinantes utilizadas nesse estudo, foram a P40 (42 KDa)
e MAG_1560 (32 KDa), sendo a P40 anteriormente caracterizada por Fleury (2002) e a
MAG_1560 identificada e caracterizadas quanto a sua antigenicidade utilizando soro de
caprinos naturalmente infectados em um trabalho realizado dentro do nosso grupo de pesquisa
(BARBOSA et al., 2020). Para a expressdo proteica, foi utilizada a cepa de E. coli BL21 Star
™ (DE3) One Shot ® transformadas contendo o vetor de interesse. Foram adicionados 100 pl
(1:100) da bactéria transformada inicialmente em pré-indculo de 10 mL de meio LB (Luria-
Bertani) contendo 100 pg/ml de canamicina e incubado overnight a 37°C. Em seguida, o
volume total da cultura anterior foi inoculada em 1 litro do meio LB a 37 °C com agitacdo (200
rpm), durante 3 horas, até atingir a densidade Optica de 1.0 a 1.5 determinada em
espectrofotdbmetro a 600 nm. Neste momento, para induzir a expressao proteica, ImM de IPTG
(isopropil B-D-1-tiogalactopiranosida) foi adicionado e incubado novamente em agitacdo a
17°C overnight. As células foram obtidas a partir da centrifugacdo a 10000 xg por 10 minutos
a 4°C. O pellet foi homogeneizado em 200 mL do tampa&o tris-salina (Tris NaCl; 0,1M Tris,
0,5M NaCl, 10% glicerol, pH 8,5) apropriado contendo inibidor de proteases e lisadas por
sonicagdo (1 minuto e 30 segundos de pulso; 10°” on e 15”’ off; amplitude de 35%). A amostra
apos ser lisada foi centrifugada a 14.000 xg por 1 hora, a 4°C e o sobrenadante em seguida foi
coletado e filtrado em membrana de 0,22 um. A solucdo filtrada foi dividida em aliquotas para
purificacdo. As aliquotas foram adicionados 20 mM de imidazol e realizada a purificacdo por
cromatografia de afinidade em coluna contendo resina quelante de niquel (HisTrap™ HP, GE
Healthcare Bio-Sciences Corp, EUA) com diferentes concentracdes de imidazol diluido em tris
salina contendo glicerol.

O perfil de pureza das proteinas foi analisado através das fracdes cromatograficas do
processo de purificacdo com a visualizagcdo em SDS-PAGE e confirmacdo através de Western
blot. As solugbes contendo a proteina recombinante foram submetidas a dialise em membrana
overnight 4°C para remocdo do imidazol, sendo assim utilizada a solugdo tampédo sem o

reagente.
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4.1.2. Quantificacdo de proteinas

A quantificacdo de proteinas foi realizada através do método de Bradford utilizando
como curva padrao, a partir da concentracdo de 4 mg/mL, diluicbes de 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 de
soro albumina bovina (BSA). Como branco foi utilizado o diluente em que estava a proteina.
Em uma microplaca, foram adicionados 10 pL da amostra teste ou padréo no poco em duplicata
com 350uL do reagente de Bradford. Em seguida, a leitura da placa foi realizada a 595nm e 0s

dados foram submetidos a analise para a determinacdo da concentracao.

4.2. Cultivo e inativacao de Mycoplasma agalactiae

O microrganismo M. agalactiae foi cultivado (1:10) incialmente em 5 mL de meio SP4
suplementado durante 48 horas a 37°C. Subsequente, a cultura foi adicionada a 45 mL de meio
para obtencdo de um maior volume e incubado sob as mesmas condi¢fes. O cultivo foi
centrifugado a 14.000 rpm durante 30 minutos para obtencdo do pellet contendo o
microrganismo e assim foi ressuspendido em 1 mL de PBS. Realizou-se diluigdo seriada (10
a 1019 de uma aliquota do cultivo e as concentraces de 106, 107 e 10 foram plaqueadas em
meio SP4 sélido para determinar a CFU/ml. As placas foram incubadas a 37°C por 4 dias. A
amostra de microrganismo foi inativada a 37°C com formaldeido a 0,5% durante 16h
(AVRAMIDIS; VICTORATOS; YIANGOU, 2002). As células inativadas foram centrifugadas
e lavadas com tampdo tris-salina. A concentracdo de proteinas presente na aliquota antes da
inativacdo foi determinada através da quantificacdo de proteinas totais pelo método BCA com
deteccdo colorimétrica com o kit Pierce BCA Protein Assay (Thermo Scientific) de acordo com
as instrucdes do fabricante e usando albumina de soro bovino (BSA) como padréo.

4.3. Extracéo de proteina de membrana

As proteinas de membrana do M. agalactiae a serem utilizadas no ELISA foram obtidas
a partir da extracdo por meio da separacao de fases com Triton X-114 (TX-114) de acordo com
a metodologia de Rawadi (1996) com modificagfes. Dessa forma, o microrganismo foi
cultivado em volume de 200mL durante 48h a 37°C. As células foram centrifugadas, lavadas e
o pellet formado foi utilizado para prosseguir a extracdo. O pellet de células foi ressuspendido
em 1 mL de Tris-EDTA (50mM Tris pH 8,0, 0.15M NaCL, 1mM EDTA). A solugéo foi
adicionada TX-114 para concentracao final de 2% e as amostras foram incubadas a 4°C durante

3 horas como homogeneizacao periddica a cada 30 minutos. Em seguida, o lisado com TX-114
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foi incubado a 37°C durante 30 minutos para separagéo de fases, centrifugado a 10.000xg por
10 minutos e incubado em gelo por 5 minutos. A fase aquosa superior foi transferida para outro
microtubo e a fase TX-114 foi adicionado tampé&o Tris-EDTA sem o detergente, para remogao
de proteinas de fase aquosa residuais, repetindo os passos de incubacao a 37°C, centrifugacédo
e gelo. Ao final, a fase TX o volume foi ajustado para ImL com tampdo Tris-EDTA e 2,5 vezes
de volume de etanol absoluto foi adicionado para precipitacdo das proteinas de membrana com
incubacdo overnight a -20°C. O material precipitado foi recuperado com centrifugacéo a 14.000
rpm por 15 minutos e ressuspendido em PBS contendo 1mM de PMSF (inibidor de proteases).

As proteinas obtidas foram quantificadas através do método de Bradford.

4.4. Imunizacado dos animais

4.4.1. Formulagédo do imunizante experimental

Foi realizada a formulacdo de dois diferentes imunizantes, (A) contendo as proteinas
recombinantes e (B) contendo o microrganismo inativado por formalina (bacterina). Para a
composicao da vacina A, foram utilizadas no total 100 pg de proteina recombinante (50 pg de
P40 + 50 pg de MAG_1560) em 1 mL. A vacina B, foi formulada com 1 mL de M. agalactiae
a 10° CFU/mL. Ambas vacinas foram homogeneizadas com 1 mL de adjuvante completo de
Freund’s na primeira imunizagdo, com volume final de solugdo de inoculacdo de 2 mL. Na
segunda imunizacdo, foi utilizada a mesma formulacéo, entretanto com o adjuvante incompleto

de Freund’s.

4.4.2. Animais e grupos experimentais

Foram utilizados no experimento 12 cabras da raca Boer (n=12) provenientes de areas
ndo endémicas de micoplasmose e submetidos sob o protocolo 077/2019 ao Conselho Etico de
Uso dos Animais (CEUA) da Universidade Federal da Bahia, Instituto Multidisciplinar em
Saude, Campus Anisio Teixeira. Os animais foram submetidos a anamnese e exame clinico,
procedendo-se coleta de amostra para realizacdo de ensaio moleculares para detecgdo de
Mollicutes e M. agalactiae. Os animais considerados negativo para Ma foram utilizados no
experimento. Durante o periodo experimental, os animais foram alimentados com capim de
corte e feno, 4gua ad libitum e mantidos no campus da Universidade Estadual da Bahia (UESB).
Os animais foram divididos igualmente em trés grupos (n=4). O grupo | correspondente aos

animais controle negativo, os quais foram apenas inoculados com tampao Tris-salina mais
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adjuvante de Freund’s completo ou incompleto; o grupo Il foi inoculado com a vacina A; o
grupo Il1, correspondente ao grupo bacterina, o qual foi inoculado com a vacina B. A
imunizacéo foi realizada atraves da via subcutanea. Apds 28 dias, 0s grupos receberam reforgo

de dose (tris-salina, proteina recombinante ou bacterina).

4.5.  Coletas de amostras sanguineas

Amostras de 10 mL de sangue de cada cabra foram coletadas por venipuncao da jugular
externa, sendo conservadas em tubos estéreis com e sem EDTA. As coletas foram realizadas
durante 6 meses, sendo a primeira coleta antes das inoculacGes (tempo zero), e com 7, 14, 21,
42,56, 70, 91, 104, 128, 168 e 181 dias apds a inoculagdo dos imundgenos. Em cada tempo de
coleta, foram realizados a determinacdo dos niveis de producdo de IgG especifica para as

proteinas produzidas.

4.6. Determinacédo dos niveis de producéo de 1gG especifica para as proteinas produzidas

A deteccdo da IgG durante o periodo foi realizada por ensaio indireto de ELISA. Pocos
de microplacas foram sensibilizados com a proteina recombinante (50 ng por poco em tampéao
carbonato-bicarbonato), com extrato total de M. agalactiae (1 pg por pogco em tampéo
carbonato-bicarbonato) obtido através da lise com tampao RIPA ou com proteinas de membrana
de Ma, sendo incubadas a 4°C por 16 horas. A etapa do bloqueio foi conduzida com PBS 0,05%
Tween-20 (PBS-T) contendo 10% de leite desnatado por duas horas. As amostras de soro dos
animais coletadas do grupo do controle negativo (inoculados com tris-salina e adjuvante) e do
controle positivo (inoculados com solucdo A ou B) foram diluidas em PBS-T contendo 5% de
leite desnatado na proporcao de 1:200 e incubadas por 1 hora e meia, a 37°C. Apo6s lavagens
em PBS-T, a imunoglobulina anti-1gG de caprino diluida em 1:2.000 em PBS-T contendo 5%
de leite desnatado foi adicionada aos pocos. Apds incubacdo a 37°C por 1 hora e meia, a
revelacdo foi conduzida com o o-fenilenodiamina dicloridrato (OPD), sendo interrompida pela
adicdo de acido sulfurico (H2SOs). A leitura prosseguiu em leitor de ELISA (iMark™

Microplate Absorbance Reader), utilizando-se filtro de 490 nm de comprimento de luz.

4.7. Analise da expressdo génica de marcadores inflamatérios desencadeada pela
estimulacéo in vitro de células sanguineas do sangue periférico (PBMC)
Foi realizado a analise comparativa da resposta de marcadores inflamatorios (IL-1p,

IFNy, IL-12 e para a molécula de complexo de histocompatibilidade MHC-II) em células
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sanguineas do sangue periférico obtidas dos animais antes das inocula¢@es (tempo zero) e com
56 e 168 dias.

4.7.1. lIsolamento de PBMC

Para a estimulacdo das células in vitro dos caprinos com subsequente avaliacdo da
expressao génica de citocinas, o isolamento de PBMC foi realizado. O volume de 5 mL de
sangue periférico de cada animal coletado foi homogeneizado em 5mL (1:1) de PBS 1x (pH
7,4). Para isolamento das células foi utilizado o Histopaque-1077® (Sigma-Aldrich), sendo
entdo os 10 mL de sangue homogeneizado com PBS transferido vagarosamente para um tubo
falcon contendo 3 mL de histopaque. O tubo foi centrifugado a 2.500 rpm por 20 minutos para
a separacdo de fases. Apods a centrifugacéo, o anel de células mononucleares de cada animal foi
coletado e reunidos dentro do mesmo grupo experimental em tubo, formando assim o pooled
de PBMC do grupo. O tubo contendo as células foi homogeneizado em 10 mL de PBS e
centrifugado. Esse processo de lavagem foi realizado duas vezes. Ao final, o sedimento de
células foi ressuspendido em 1 mL de meio RPMI suplementado (10% de soro fetal bovino e
100 U/ml de penicilina). Assim, prosseguiu com a contagem de células em cAmara de Neubauer
utilizando Azul de Tripan (1:9). Apds a contagem o volume celular foi ajustado com a adi¢éo
de RPMI suplementado para concentragio de 2x10° células/ml.

4.7.2. Estimulacdo das células com as proteinas recombinantes e Mycoplasma
agalactiae

As células isoladas e ajustadas a concentracdo desejada foram inoculadas com as
proteinas recombinantes individualmente e com o Ma inativado, ambos antigenos foram
utilizados em diferentes concentracdes. O pooled de células foi adicionado em triplicata em
placa de 24 pogos. Entéo, as células foram estimuladas individualmente com a proteina P40 e
MAG_1560 nas concentragdes de 1 e 2 pug/ml e com o Ma inativado com 10° CFU/mL. O
controle negativo foi incubado somente com adi¢éo de 20 pL de Tris-salina e o controle positivo
com 5 pL de LPS (10 pg/ml). As células apds serem estimuladas foram incubadas a 37°C com
5% de CO> durante 2 horas (WANG et al., 2016). Apos o tempo de incubacao, o sobrenadante
foi coletado e centrifugado para obtencdo das celulas em suspensédo e a placa foi adicionado

100 ul de tripsina com subsequente inativacdo, ap6s 7 minutos, com soro fetal bovino para
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obtencdo das células aderentes. As células obtidas foi adicionado RNAlater™ para posterior
extracdo de RNA, conversdo de cDNA e expressao génica por PCR em tempo real.

4.7.3. Extracdo de RNA

O RNA das células armazenadas foi extraido com TRIzol® de acordo com as instru¢es
do fabricante. As amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 5 minutos a 4°c em seguida
pellet foi incubado a temperatura ambiente com 1 mL de TRIzol. Apéds a incubacdo, foram
adicionados 200 pL de cloroférmio e os tubos foram movimentados vigorosamente por 15
segundos. A solucdo foi incubada a temperatura ambiente por 3 minutos e centrifugadas a
14.000 rpm por 15 minutos a 4°C. Com a separagdo de fases, 600 pL correspondente a fase
aquosa contendo o RNA, foram coletados e transferidos para outro microtubo onde foi
adicionado volume igual de alcool 70%. O volume foi adicionado a uma coluna spin para
purificagdo do material através do PureLink™ RNA Mini Kit de acordo com as instrugdes do
fabricante. A solucéo foi centrifugada a 14.000 rpm por 15 segundos a temperatura ambiente.
O liquido drenado foi descartado e a coluna foram feitas subsequentes lavagens com
centrifugacdo. Por fim, a coluna spin foi adicionado 30 uL H2O livre de RNase para eluicdo do
material. A coluna foi incubada a temperatura ambiente por 1 minuto, centrifugada e o volume

final foi coletado e armazenado.

4.7.4. Conversdo em DNAc

A partir do RNA extraido, foi realizada a conversao em DNA complementar (CDNA)
para expressdo génica. A sintese foi realizada utilizando o kit SuperScript IV Reverse
Transcriptase™ (Invitrogen — Thermo Fisher) de acordo com as instrugdes do fabricante. Para
o volume final de 13 pL o RNA foi adicionado ao mix A contendo 1 pL de Oligo d(T), 1pL de
DNTP (10mM) e agua livre de RNase para ajuste do volume final. O mix A contendo o RNA
foi aquecido a 65°C por 5 minutos em bloco seco e incubado em gelo por 1 minuto. Em seguida,
foi adicionado o mix B contendo 4 pL de tampdo 5x, 1 puL de DTT (100mM), 1 ul de
RNaseOUT™ ¢ 1 pL de SuperScript IV. A solugéo foi incubada em termociclador a 55°C por
10 minutos e 80°C por 10 minutos. As amostras foram armazenadas para posterior analise de

expressao génica.
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4.7.5. Expressao génica

As amostras de DNAc foram submetidas a anélise de expressdo génica de citocinas
utilizando primers especificos para caprinos de IL-1 (ANGULO et al., 2019), IFN-y (WALIA;
KUMAR; MITRA, 2015), IL-12 (SINGH et al., 2013) e para a molécula de complexo de
histocompatibilidade MHC-II (AMILLS; FRANCINO; SANCHEZ, 1995). Além, da utilizacio
de B-actina (MATOS et al., 2017) como controle enddgeno para subsequente normalizacéo dos
dados. As reac6es foram realizadas através da RT-gPCR na plataforma StepOnePlus PCR Real
Time System (Applied Biosystems™) utilizando o Power SYBR® Green Master Mix (Applied

Biosystems™). Os dados foram analisados utilizando o método de CT comparativo (2724,

4.8. Andlise Estatistica

Os dados foram analisados utilizando o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis com
pos-teste de Dunn para diferenciacdo dos grupos na metodologia de ELISA. A anélise de
expressao génica foi realizada com teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. As analises foram
consideradas com diferenca estatisticamente significativas foram quando p < 0,05 com intervalo
de confianca de 95%. Foram utilizadas as médias e erro padrdo da média para apresentacéo dos
valores. As andlises foram realizadas atraves do software GraphPad Prism 5.0.
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RESUMO

A agalaxia contagiosa € uma doenca causada classicamente pelo Mycoplasma agalactiae e afeta
pequenos ruminantes no mundo todo sendo considerada endémica em alguns paises.
Caracterizada por ocasionar mastite, agalaxia, artrite e ceratoconjutivite, a doenca resulta em
grandes perdas econdmicas para pequenos e grandes produtores. Como alternativa as medidas
imunoprofilaticas existentes, o presente estudo teve como objetivo o desenvolvimento de uma
vacina de subunidade recombinante contra M. agalactiae sendo avaliada quanto a sua resposta
imune especifica em caprinos. Foram utilizadas 12 cabras, divididas em trés grupos (controle,
recombinante e bacterina). Os animais constituindo o grupo recombinante foram imunizados
com uma solucéo de proteinas recombinantes, sendo essas, duas lipoproteinas de M. agalactiae
(P40 e MAG_1560), enquanto o grupo bacterina foi imunizado com M. agalactiae inativado
(10° CFU/ml). Ambas solucdes foram emulsionadas em adjuvante de Freund’s. Os animais
foram avaliados pelo periodo de 181 dias quanto a producdo de anticorpos IgG e resposta in
vitro de PBMC’s ao estimulo das proteinas recombinantes com analise posterior da expressao
de IL-1B, IFN-y, IL-12 e MHC-II. Foi observado no soro dos animais imunizados com proteinas
recombinantes a producdo de anticorpos contra extrato total e proteinas de membrana de M.
agalactiae. Os soros dos animais imunizados com bacterina também foram capazes de produzir
anticorpos especificos principalmente contra a proteina recombinante MAG_1560. A avaliacédo
do desenvolvimento da resposta imune através da expressdo génica de citocinas apresentou
aumento de mRNA da citocina pré-inflamatoria IL-1 ao longo do tempo em reposta ao
estimulo das proteinas P40 e MAG_1560 pelo grupo recombinante e bacterina. No grupo
bacterina foi observada reducao dos niveis de mMRNA de IFN-y, enquanto o grupo recombinante
em resposta ao estimulo da P40 ocorreu aumento da expressao, mas nenhuma ou reducgdo da
expressdao com a MAG_1560 foi observada. No grupo recombinante, a expresséo citocina IL-
12 em 168 dias tem aumento da expressdo com o estimulo da P40 quando comparado a células
ndo estimuladas e a MAG_1560 apresentou aumento a expressdo com 56 dias. O grupo
bacterina ao longo do tempo teve aumento na expressao de mMRNA de IL-12. As proteinas foram
capazes de estimular a expressao génica em ambos os grupos de MHC-11. O modelo vacinal de
subunidade aqui apresentado possui dados promissores de uma vacina capaz de induzir resposta
celular e humoral. A producdo de novas vacinas a partir de proteinas antigénicas recombinantes
ird possibilitar uma alternativa as vacinas existentes (inativadas e atenuadas), de forma segura
e eficaz, para a prevencdo da agalaxia contagiosa contribuindo para a satde animal com impacto
econémico no aumento da produtividade caprina.

Palavras-chave: Agalaxia contagiosa; M. agalactiae; recombinante; subunidade; vacina;
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INTRODUCAO

A agalaxia contagiosa (AC) € uma doenca que atinge caprinos e ovinos conhecida desde
1816 quando foi relatada pela primeira vez na Italia. Entretanto, a sua natureza contagiosa so
veio a ser notada anos mais tarde, ao ser observado que animais que pastavam em local apds
um rebanho infectado, acabava sendo afetado [1]. Sendo M. agalactiae o agente classico da
doenca, esta pode ser ocasionada por outras trés espécies micoplasmaticas, como: Mycoplasma
capricolum subespécie capricolum (Mcc), Mycoplasma mycoides subespécie mycoides “large
colony type” (MmmLC) e Mycoplasma putrefaciens (Mp) [2].

As vias mais comuns que 0 micoplasma pode adentrar no organismo do hospedeiro, séo
oral, respiratéria ou mamaria. Assim, é carreado através da circulagdo sanguinea se
estabelecendo em outros 6rgaos do sistema onde desenvolvem uma resposta inflamatéria como
nas glandulas mamarias, olhos, articulacdes e linfonodos. Com isso, além de desenvolver
bacteremia acompanhada por febre, sintomas como hipoagalaxia transitoria a agalaxia abrupta
e total, mastite, artrite, poliartrite, ceratoconjutivite podem ocorrer [3,4]. Abortos podem
acontecer em fémeas gravidas quando alteracBes nos Orgaos genitais sdo observadas assim
como a inflamacdo do Utero [5]. Antibidticos sdo utilizados como medidas terapéuticas. Em
contrapartida, € necessaria a aplicacdo de uma dose terapéutica definida e por um periodo
suficientemente longo, caso contréario, o efeito da antibioticoterapia pode ser reduzido ou
nenhum com consequente disseminacdo dos agentes da doenca no ambiente e possibilidade de
desenvolvimento de estirpes resistentes [2—4].

As alternativas vacinais existentes para a doenca baseiam-se na aplicacdo de vacinas
inativadas ou atenuadas. Na regido sul da Europa, vacinas comerciais inativadas por formalina
direcionadas a M. agalactiae sdo mais utilizadas, enquanto na Turquia ha a prevaléncia da
aplicacdo de vacinas atenuadas [6]. No Brasil, ainda que a agalaxia contagiosa ocasionada por
Ma tenha sido registrada no pais [7-10] no mercado ndo ha disponibilidade de vacinas e
nenhuma legislacdo quanto a seu uso [11]. A aplicacdo das vacinas inativadas tendem a ser
repetidas em periodos mais curtos, uma vez que a estimulacdo de anticorpos possui menor
titulacdo e sdo menos persistentes [12]. Esse modelo de vacina inativada monovalente, reduz
os sinais clinicos da agalaxia contagiosa, em contrapartida, ndo é sempre que é capaz de garantir
completa prevencao contra o microrganismo [13]. Com a utilizacdo das vacinas atenuadas as
lesbes articulares desaparecem, entretanto os animais através da lactacdo, apesar desta ser
retomada a normalidade, continuam excretando o patdgeno por varios meses. Em animais

saudaveis que sdo vacinados como medida de prevencdo, a infeccdo generalizada e o
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desenvolvimento de sinais clinicos ndo ocorrem, mas pode apresentar infeccdo temporéria no
Ubere [4].

Apesar dos mecanismos de persisténcia e infeccdo do M. agalactiae serem
desconhecidos, ha conhecimento limitado relacionado a sua diversidade antigénica de
superficie que contribuem para sua patogenicidade, incluindo lipoproteinas de superficie
imunodominantes com frequente alternéncia, que sdo as Vpmas (proteinas variaveis de M.
agalactiae) [14], P40 [15], P48 [16], P80 [17,18], MAG_1000, MAG_1980, MAG_2220,
MAG_4740, MAG_2430, phnD [19], MAG_1560 e MAG_ 6130 [20]. A identificacdo e
caracterizagdo de proteinas imunogénicas, possibilita o desenvolvimento de novas ferramentas
de diagndstico e profilaxia contra a agalaxia contagiosa. No mesmo segmento que para outras
micoplasmoses animais, estudos apresentam proteinas recombinantes com perfil antigénico e
imunogénico para a possivel composicdo de vacinas de subunidades, como para M.
hyopneumoniae [21-23], M. mycoides subespécie mycoides [24,25], M. ovipneumoniae
[26,27], M. haemofelis [28].

Duas lipoproteinas antigénicas de micoplasma (MAG_1560 e MAG_6130)
identificadas e caracterizadas anteriormente no nosso grupo de pesquisa e a P40 [15] foram
avaliadas quanto a sua antigenicidade, sendo reconhecidas por soros testados de caprinos e
ovinos naturalmente infectados por M. agalactiae e apresentando potencial imunogénico com
producdo de anticorpos IgG em coelhos [20]. Dessa forma, esse estudo objetiva analisar a
resposta imune em modelo caprino das proteinas MAG_1560 e P40 como potencial para a

formulacdo de uma vacina recombinante para agalaxia contagiosa.

MATERIAIS E METODOS

Expressao e purificacdo das proteinas recombinantes P40 e MAG_1560

Nesse estudo, foram utilizadas duas proteinas antigénicas recombinantes de
Mycoplasma agalactiae, a P40 (42 KDa) [15] e MAG_1560 (32 KDa) [20]. Para a expressao
proteica, foi realizado um pré-inéculo em meio LB (Luria-Bertani) contendo canamicina
utilizando a cepa de E. coli BL21 Star ™ (DE3) One Shot ® transformadas contendo o vetor de
interesse e incubados overnight em rotacdo a 37°C. Posteriormente, o pré-inoculo foi
transferido para um volume maior e incubado durante 3 horas, até atingir a densidade dptica de
1.0 a 1.5 a 600 nm. A expressdo proteica entdo foi induzida com 1 mM de IPTG incubado

novamente em agitacdo a 17°C overnight. As células foram obtidas a partir da centrifugacéo e
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0 pellet foi homogeneizado em tampéo tris-salina (Tris NaCl; 0,1M Tris, 0,5M NaCl, 10%
glicerol, pH 8,5) com inibidor de proteases e lisadas por sonicacdo. A amostra ap0ds ser lisada
foi centrifugada e o sobrenadante contendo as proteinas de interesse foi coletado e filtrado em
membrana de 0,22 pum. A solucéo filtrada entdo purificada em coluna contendo resina quelante
de niquel (HisTrap™ HP, GE Healthcare Bio-Sciences Corp, EUA) com diferentes
concentragbes de imidazol. As proteinas foram visualizadas através de SDS-PAGE,
confirmadas através de Western blot e realizada a dialise para remocao de imidazol residual.
Assim, foram concentradas e quantificadas através da metodologia de Bradford com leitura em

placa a 595 nm.

Inativacdo de Mycoplasma agalactiae

O isolado GM-139 de M. agalactiae foi cultivado durante 48h a 37°C em meio SP4
suplementado. O cultivo foi centrifugado e o sedimento foi ressuspendido em PBS. Foi
realizada a diluicdo seriada da cultura com plagueamento para determinar a CFU/ml. Com a
obtencdo do microrganismo, a amostra foi inativada com incubacdo a 37°C durante 16h com
formaldeido a 0,5% [29]. Apos o periodo, as células foram centrifugadas e ressuspendidas em
Tris-salina ap6s a lavagem. Antes da inativacdo do microrganismo foi determinada a
concentracdo de proteinas, usando soro albumina bovina (BSA) como padrdo, através do
método BCA com o kit Pierce™ BCA Protein Assay (Thermo Scientific) de acordo com as

instrucdes do fabricante.

Extracéo de proteina de membrana

Com base na metodologia de Rawadi e Roman-Roman [30] com modificagdes foram
extraidas as proteinas de membrana do M. agalactiae por meio da separacdo de fases com o
detergente ndo-idnico Triton X-114 (TX-114). A bactéria foi cultivada e o sedimento de células
formado ap06s a centrifugacdo e houve remogdo do meio de cultura do cultivo foi utilizado para
a extracdo. A solucéo celular foi ressuspendida em Tris-EDTA (50mM Tris pH 8,0, 0.15M
NaCL, 1ImM EDTA) contendo 2% de TX-114 e incubadas durante 3 horas a 4°C.
Posteriormente, foi incubado durante 30 minutos a 37°C para separagéo de fases, centrifugado
e incubado em gelo por 5 minutos. Esse ultimo processo, para remoc¢éo de proteinas de fase
aquosa da porcdo TX, foi repetido trés vezes com adicdo de tampéo Tris-EDTA sem o
detergente. A fase TX final foi adicionado o tampdo Tris-EDTA e para precipitacdo das

proteinas de membrana foi adicionado 2,5 vezes do volume de etanol absoluto com incubacéo
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overnight a -20°C. Apds a centrifugacdo o precipitado foi recuperado e ressuspendido em PBS.
A concentracdo de proteinas de membrana obtida foi quantificada através do método de
Bradford.

Imunizacéo dos animais e grupos experimentais

Foram preparadas duas diferentes solugdes imunizantes. A vacina A teve em sua
composicao 100 pg de proteina recombinante no total (50 pug de MAG_1560 + 50 pg de P40)
em 1 mL. Para a formulacdo da vacina B, correspondente ao imunizante bacterina, foi
adicionado 1 mL de M. agalactiae inativado a 10° CFU/mI. Com volume final de solugéo de
inoculagdo de 2 mL, na primeira imunizagdo as vacinas A e B foram homogeneizadas com a
adi¢do de 1ml de adjuvante completo de Freund’s (1:1) e na segunda dose, foi utilizada a mesma
formulacdo, entretanto foi utilizado o adjuvante incompleto de Freund’s (1:1).

Para realizar a imunizacéo, foram utilizadas fémeas caprinas da raga Boer (n=12) com
5 meses de idade. A utilizacdo dos animais foi aprovada pelo Conselho de ética de Uso dos
Animais (CEUA) da Universidade Federal da Bahia, Instituto Multidisciplinar em Saude,
Campus Anisio Teixeira (protocolo 077/2019). Os animais foram examinados e avaliados
quanto a presenca de Mollicutes e M. agalactiae. Foram utilizados no experimento aqueles
considerados negativo para Ma. As cabras foram divididas em trés grupos (n=4): (1) controle
negativo, inoculados com tampdo Tris-salina mais adjuvante de Freund’s completo ou
incompleto; (1) grupo recombinante inoculados com a vacina A; (llI) grupo bacterina
inoculado com a vacina B. A imunizacao foi realizada através da via subcutanea. Apés 28 dias,
0s grupos receberam reforco de dose (tris-salina, proteina recombinante ou bacterina).

Os animais foram avaliados durante 6 meses através da coleta de sangue, em tubos
estéreis com e sem EDTA, de cada cabra por venipuncao da jugular externa. A primeira coleta
foi realizada antes das inoculacdes (tempo zero) e 7, 14, 21, 42, 56, 70, 91, 104, 128, 168 e 181

dias ap06s a inoculagdo dos imundgenos.

Determinacdo dos niveis de producédo de 1gG especifica por ELISA indireto
Atraves do ensaio indireto de ELISA foi determinada a producdo de anticorpos formada
em resposta as proteinas ou bacterina. A técnica foi anteriormente padronizada quanto a
utilizag&o de antigeno. Pogos de microplacas foram sensibilizados com extrato proteico total de
M. agalactiae (1 pg/pogo em tampdo carbonato-bicarbonato) obtido a partir da lise com tampéo

RIPA, proteina recombinante P40 ou MAG_1560 (50 ng/pogo em tampdo carbonato-
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bicarbonato) ou com proteinas de mbembrana de Ma, sendo incubadas a 4°C por 16 horas. As
placas foram blogueadas com PBS 0,05% Tween-20 (PBS-T) contendo 10% de leite desnatado.
Os soros coletados dos animais de cada grupo foram diluidos (1:200) em PBS-T contendo 5%
de leite desnatado e incubadas. Posteriormente os pocos foram lavados com PBS-T e o
anticorpo secundério anti-lgG de caprino diluido (1:2000) em PBS-T contendo 5% de leite
desnatado foi adicionado. As placas foram incubadas e em seguida a revelagdo foi conduzida
com o o-fenilenodiamina dicloridrato (OPD) com interrup¢do pela adicdo de acido sulfdrico
(H2S04). A leitura foi realizada a 490 nm em leitor de ELISA (iMark™ Microplate Absorbance
Reader).

Analise da expressdo génica de marcadores inflamatdrios desencadeada pela estimulacéo
in vitro de células sanguineas do sangue periférico (PBMC)

Foi realizado a andlise comparativa da resposta de marcadores inflamatérios (IL-1B,
IFNy, IL-12 e para a molécula de complexo de histocompatibilidade MHC-II) em células
sanguineas do sangue periférico obtidas dos animais antes das inocula¢cdes (tempo zero) e com
56 e 168 dias. As PBMC dos grupos vacinais foram isoladas para a estimulagéo das células in
vitro dos caprinos com o periodo de 2 horas [30]. Foram utilizados 5 mL de sangue periférico
de cada animal. O isolamento foi realizado utilizando o Histopaque-1077® (Sigma-Aldrich).
As células mononucleares de cada animal foram coletadas e formado pooled de PBMC do grupo
experimental. Apds as lavagens, ao sedimento de células foi adicionado meio RPMI
suplementado com 10% de soro fetal bovino e 100U/ml de penicilina para ressuspensdo. O
processo prosseguiu com a contagem de células em camara de Neubauer utilizando Azul de
Tripan. O volume celular foi ajustado para concentragdo de 2x10° células/ml e em seguida o
pooled de células foi adicionado em triplicata em placa de 24 pocos. As células foram
estimuladas com o M. agalactiae inativado com 10° CFU/mL e com as proteinas P40 e
MAG_1560 separadamemte nas concentracfes de 1 e 2ug/ml. Ao controle negativo foi
adicionado Tris-salina e como controle positivo foi utilizado LPS. As celulas foram incubadas
a 37°C com 5% de CO2 durante 2 horas. As células em suspensdo foram obtidas a partir da
centrifugacdo do sobrenadante e as células aderidas a placa foram removidas com tripsina. As

células obtidas foram armazenadas em RNAlater™,

Extracdo de RNA, sintese de cDNA e expressdo génica
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A extracdo do RNA foi realizada com TRIzol® de acordo com as instrugfes do
fabricante e purificado através do PureLink™ RNA Mini Kit. A partir do RNAm extraido foi
realizada a sintese em cDNA utilizando o kit SuperScript IV Reverse Transcriptase™
(Invitrogen — Thermo Fisher). Foi analisada a expressdo génica da molécula de complexo de
histocompatibilidade MHC-I1 [31] e de citocinas IL-1p [32], IFNy [33], IL-12 [34]. Como
controle enddgeno foi utilizado B-actina [35]. As reacdes de RT-qPCR foram realizadas na
plataforma StepOnePlus PCR Real Time System (Applied Biosystems™) com o Power
SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems™). A analise dos dados foi obtida através do
método de CT comparativo (2724<Y).

Anélise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas através do GraphPad-Prism 5.0 utilizando o
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunn para diferenciacdo dos grupos
de ELISA. Para andlise de expressao génica foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney para a comparacao de dois grupos. Diferencas estatisticamente significativas foram
consideradas quando p < 0,05 com intervalo de confianga de 95%. Os valores foram

apresentados como médias e erro padrdo da média.

RESULTADOS

Purificacdo das proteinas
As proteinas P40 e MAG_1560 foram expressas em sistema heterélogo de E. coli
purificadas por cromatografia de afinidade com resina de niquel e o resultado da purificacdo

pode ser visualizado em Western Blot (Fig. 1).
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Fig. 1. Proteinas recombinantes purificadas visualizadas em Western Blot. Coluna 1: Peso molecular Novex®
Sharp Pre-stained Protein Standard; Coluna 2: P40 (42KDa); Coluna 3: MAG_1560 (32 KDa).

A vacina recombinante induziu alta taxa de producéo de anticorpos 1gG especificos

A producdo de anticorpos IgG especificos por cada grupo foi avaliada durante o periodo
de 181 dias em resposta as proteinas recombinantes inoculadas (P40 e MAG_1560), ao extrato
proteico total e as proteinas de membrana de Ma. No grupo recombinante o sistema imune dos
animais foi capaz de gerar uma elevada producdo de anticorpos para ambas as proteinas
inoculadas (Fig. 2A e 2B) que perdurou durante todo o periodo de andlise apresentando
capacidade imunogénica. O grupo imunizado com bacterina (Fig. 2B) teve producdo de
anticorpos especificos para a proteina MAG_1560 apresentando diferenga estatisticamente
significativa (p <0,05) do grupo controle imunizado somente com o tampéo e adjuvante. Em
resposta ao extrato proteico total de Ma (Fig. 2C), o grupo bacterina apresentou alta producéo
de anticorpos. Apesar de valores baixos apresentados do grupo recombinante em resposta ao
extrato proteico total, houve diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre o grupo
recombinante e controle com 42, 128, 168 e 181 dias ap6s a imunizagdo. O soro de ambos 0s
grupos, recombinante e bacterina, apresentaram producao da anticorpos durante os 181 dias em
resposta as proteinas de membrana do M. agalactiae.
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Fig. 2. ELISA indireto do soro de animais inoculados (controle, proteinas recombinantes e bacterina). (A) Producdo de anticorpos em resposta a P40. (B) Producgdo de
anticorpos em resposta a MAG_1560. (C) Produgdo de anticorpos em reposta ao extrato proteico total de M. agalactiae. (D) Producdo de anticorpos em resposta as proteinas
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(p<0,05) é representada pelos simbolos quando (#) diferente do grupo controle, (*) diferente do grupo controle e bacterina e (1) diferente do grupo controle e recombinante.
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As proteinas P40 e MAG_1560 sdo capazes alteram a expressdo génica de citocinas e

MHC-I1 nos diferentes grupos

A avaliacdo da expressdo génica das células mononucleares do sangue periférico
isoladas dos animais foi avaliada antes da inoculagdo (0 dias), 56 dias e 168 dias apos a
imunizagdo com estimulo in vitro em cultura de células com 2 horas de incuba¢do com as
proteinas P40 e MAG_1560. As células do grupo imunizado com proteinas recombinantes e
com bacterina em resposta ao estimulo pela P40 em diferentes concentracdes apresentaram
aumento estatisticamente significativo na expressao da citocina pro-inflamatoria IL-1p (Fig. 3A
e 3C) em 56 e 168 dias apds a inoculacdo em comparacdo a antes da imunizacdo. O aumento
da expressao ocorreu também para 0 grupo bacterina em resposta a P40 com 56 e 168 dias em
relacdo ao controle negativo, com excecdo da concentragdo 2 pg/ml que ndo apresentou
diferenca estatisticamente significativa com 56 dias. Em resposta a MAG_1560, o grupo
recombinante apresentou aumento significativo para a concentracdo de 1jug/ml nos tempos apos
a inoculagdo para o gene IL-1p (Fig. 3B). Enquanto o grupo bacterina apresentou aumento da

expressdo de IL-1p para ambas as concentragdes de MAG 1560 (Fig. 3D).
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Fig. 3 Expressdo génica de IL-1p de PBMCs isolados de caprinos apds a imunizagdo com proteinas
recombinantes e bacterina antes da inoculacao, 56 e 168 dias apds incubadas durante 2 horas com proteina
recombinante P40 e MAG_1560. (A) Expressao génica de IL-1B em células do grupo recombinante estimuladas
com P40. (B) Expressdo génica de IL-1p em células do grupo recombinante estimuladas com MAG_1560. (C)
Expressdo génica de IL-1B em células do grupo bacterina estimuladas com P40. (D) Expressdo génica de IL-1p
em células do grupo bacterina estimuladas com MAG_1560. Quando comparados os estimulos entre os tempos
foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney e as diferencas estatisticas foram consideradas quando p <
0,05 e sdo representadas por (#) quando diferente do grupo respectivo no tempo antes da inoculagéo (0 dias). O
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido do pos-teste de Dunn foi utilizado para comparagdo com o
controle negativo dentro do tempo (0, 56 ou 168 dias). As diferencas estatisticas foram consideradas quando p <
0,05 e sdo representadas por (*) quando diferente do respectivo controle negativo.
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Em relagdo a expressdo de IFN-y, a proteina P40 também induziu o aumento da
expressdo do gene com estimulo a maior concentragdo da proteina (2 pg/ml) das células do
grupo recombinante com 168 dias (Fig. 4A). Em resposta a MAG_1560, com 56 dias, 0 grupo
recombinante apresentou reducdo da expressdao génica com diferenca estatisticamente
significativa para a concentracdo de 1 pg da proteina. Nao foi apresentada diferenca com 168
dias para ambas as concentrac@es da proteina MAG_1560. O grupo imunizado com bacterina,
em comparacao a antes da inoculacéo, apresentou com 56 dias baixa expressdo para ambas as
proteinas nas diferentes concentracdes (Fig. 4C e 4D). Com 168 dias ap0s a inoculacéo o grupo
bacterina em resposta ao estimulo da P40 (Fig. 4C) apresentou baixa expressao do gene IFN-y
para as concentracdes de 1 e 2 pg/ml e para 2 ug/ml de MAG_1560 (Fig. 4D).
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Fig. 4 Expressdo génica de IFN-y de PBMCs isolados de caprinos apds a imunizagdo com proteinas
recombinantes e bacterina antes da inoculacéo, 56 e 168 dias apds incubadas durante 2 horas com proteina
recombinante P40 e MAG_1560. (A) Expressdo génica de IFN-y em células do grupo recombinante estimuladas
com P40. (B) Expressao génica de IFN-y em células do grupo recombinante estimuladas com MAG_1560. (C)
Expresséo génica de IFN-y em células do grupo bacterina estimuladas com P40. (D) Expressdo génica de IFN-y
em células do grupo bacterina estimuladas com MAG_1560. Quando comparados os estimulos entre os tempos
foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney e as diferencas estatisticas foram consideradas quando p <
0,05 e sdo representadas por (#) quando diferente do grupo respectivo no tempo antes da inoculagéo (0 dias). O
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido do pos-teste de Dunn foi utilizado para compara¢do com o
controle negativo dentro do tempo (0, 56 ou 168 dias). As diferencas estatisticas foram consideradas quando p <

0,05 e sdo representadas por (*) quando diferente do respectivo controle negativo.

A expressdo do gene IL-12 foi reduzida nos periodos pos imunizagdo para 0 grupo
recombinante em resposta a presenca da P40 (Fig. 5A). Entretanto, 168 dias apds, comparado
ao controle negativo as células obtiveram inducdo na expressdo da citocina. O grupo
recombinante apresentou diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) para MAG_1560 em
comparacao a pré-imunizagdo somente com 56 dias apds a imunizagdo, com inducgéo e reducao
da expressdo com estimulo de 1 e 2 pg/ml, respectivamente. Com 168 dias, 0 grupo bacterina
apresentou inducdo da expressao de 1L-12 com as duas proteinas (Fig. 5C e 5D) em ambas as
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concentragdes em comparacdo a resposta antes da imunizagdo. Com 56 dias, a P40 em sua
menor concentracdo foi capaz de induzir a expressdo do gene IL-12 (Fig. 5C), enquanto a
MAG_1560 reduziu a expresséo (Fig. 5D).
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Fig. 5 Expressdo génica de IL-12 de PBMCs isolados de caprinos ap6s a imunizacdo com proteinas
recombinantes e bacterina antes da inoculacéo, 56 e 168 dias apds incubadas durante 2 horas com proteina
recombinante P40 e MAG_1560. (A) Expressao génica de IL-12 em células do grupo recombinante estimuladas
com P40. (B) Expressdo génica de IL-12 em células do grupo recombinante estimuladas com MAG_1560. (C)
Expressdo génica de IL-12 em células do grupo bacterina estimuladas com P40. (D) Expressdo génica de IL-12
em células do grupo bacterina estimuladas com MAG_1560. Quando comparados os estimulos entre os tempos
foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney e as diferencas estatisticas foram consideradas quando p <
0,05 e sdo representadas por (#) quando diferente do grupo respectivo no tempo antes da inoculagéo (0 dias). O
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido do pos-teste de Dunn foi utilizado para comparagdo com o
controle negativo dentro do tempo (0, 56 ou 168 dias). As diferencas estatisticas foram consideradas quando p <

0,05 e sdo representadas por (*) quando diferente do respectivo controle negativo.

A molécula encontrada em células apresentadoras de antigeno, MHC classe Il, em
resposta ao estimulo da proteina P40 no grupo recombinante (Fig. 6A) teve a expressao génica
induzida com 56 dias e reducdo estatisticamente significativa com 168 dias. A MAG_1560 (Fig.
6B) foi capaz de induzir a expressdo do gene com a concentragdo minima em 56 e 168 dias,

mas a expressao foi reduzida com a concentragdo de 2 pug/ml no dltimo tempo avaliado. O grupo
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bacterina apresentou reducgdo da expressao com 56 dias e inducdo e com 168 dias 1 pg/ml, e
reducdo para os dois tempos com a maior concentracdo da P40 (Fig. 6C). A expressdo das

células em resposta a MAG_1560 (Fig. 6D) foi de reducéo da expressao com 56 dias e inducgéo
com 168 dias.
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Fig. 6 Expressao génica de MHC-11 de PBMCs isolados de caprinos apds a imuniza¢do com proteinas
recombinantes e bacterina antes da inoculacéo, 56 e 168 dias apds incubadas durante 2 horas com proteina
recombinante P40 e MAG_1560. (A) Expressdo génica de MHC-II em células do grupo recombinante
estimuladas com P40. (B) Expressdo génica de MHC-II em células do grupo recombinante estimuladas com
MAG _1560. (C) Expressdo génica de MHC-11 em células do grupo bacterina estimuladas com P40. (D) Expressao
génica de MHC-11 em células do grupo bacterina estimuladas com MAG_1560. Quando comparados os estimulos
entre os tempos foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney e as diferengas estatisticas foram
consideradas quando p < 0,05 e sdo representadas por (#) quando diferente do grupo respectivo no tempo antes da
inoculacdo (0 dias). O teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido do pés-teste de Dunn foi utilizado para
comparagdo com o controle negativo dentro do tempo (0, 56 ou 168 dias). As diferencas estatisticas foram

consideradas quando p < 0,05 e sdo representadas por (*) quando diferente do respectivo controle negativo.

DISCUSSAO

O desenvolvimento de novas medidas imunoprofilaticas como alternativa as existentes,

questionadas quanto a sua eficacia protetora e seguranca, sdo um desafio no controle de M.
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agalactiae. O micoplasma sendo o principal agente causador da agalaxia contagiosa em
pequenos ruminantes é responsavel por uma alta morbidade acima da mortalidade nos animais,
sendo associada a perdas econémicas em paises da Europa ou no Brasil [7,37]. As atuais vacinas
existentes licenciadas, atenuada e inativada, tendem a induzir titulacbes de anticorpos que
diminuem rapidamente [38]. A utilizacdo de proteinas antigénicas do microrganismo, como
foco nas proteinas de membrana, s&o alvos a compor o0 novo modelo vacinal destinado a doenca
[20]. Neste estudo, a imunizacdo de caprinos com duas proteinas recombinantes, P40 e
MAG_1560, nos permitiu observar a evolucdo da resposta do sistema imune desenvolvida no
periodo de 6 meses.

As proteinas de membrana possuem importante papel no desenvolvimento da infec¢do
natural estabelecida pelo microrganismo, além de poder induzir resposta humoral por serem
altamente imunogénicas [15,39]. A persisténcia de anticorpos especificos dos grupos
imunizados e avaliados durante os 6 meses contra as proteinas recombinantes, extrato proteico
total e proteinas de membrana de M. agalactiae foram evidenciados, demonstrando a eficiéncia
da estratégia pela producdo de altos niveis de anticorpos. Em um estudo, foi verificado que
soros obtidos de animais naturalmente infectados com M. agalactiae apresentam
reconhecimento de antigenos varidveis com anticorpos contra proteinas de membrana de 18
kDa a 80 kDa. Além disso, a medida que a infeccdo evolui, com 15 dias, ha a identificacdo de
anticorpos por outras proteinas acima de 32 kDa e sendo no trigésimo dia o reconhecimento de
um maior numero de proteinas imunogénicas [39]. Esses resultados possibilitam a compreensao
do reconhecimento da MAG_1560 pelo grupo imunizado com o microrganismo inativado
ocorrendo a partir de 21 dias de inoculacdo. No presente estudo, os niveis de anticorpos
especificos para proteinas de membrana do micoplasma produzidos pela imunizacdo com
proteinas recombinantes e bacterina comparado ao grupo controle, exibiram aumento acima de
cinco vezes na producdo de anticorpos, enquanto, em outro estudo realizado com ovelhas
imunizadas com M. agalactiae inativado emulsionado em adjuvante oleoso foi apresentado
aumento de trés vezes mais na producdo. Nesse estudo citado, 0s animais apresentaram
producdo de anticorpos durante 5 meses e foi observada imunidade ao desafio com o
microrganismo, sendo capaz de prevenir contra sinais clinicos relacionados a doenca [40]. O
periodo de persisténcia de anticorpos apresentado no estudo anterior se assemelha ao periodo
em que houve presencga continua de anticorpos encontrados em maiores niveis em nossa analise,
inclusive para a imunizacdo com proteinas recombinantes, apontando assim resultados

promissores para um possivel desafio com o microrganismo apds imunizagdo com proteinas
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recombinantes. Além disso, esses dados corroboram com a possibilidade da eficacia de vacinas
recombinantes em comparagdo a vacinas inativadas, uma vez que a imunizagdo com O
microrganismo inativado, no estudo anterior, induziu a uma menor producdo de anticorpos, em
comparagdo ao nosso estudo, mas ainda assim foi capaz de prevenir sinais clinicos da doenca.

E importante considerar que para eficacia de uma resposta imune modulada potente e
duradoura de vacinas de subunidade, que sdo menos reagentes, € necessaria a administragdo
conjunta com adjuvantes potentes, considerando que o adjuvante vacinal utilizado esta
relacionado a aspectos dos anticorpos, como avidez ou titulacao [41,42]. Em um estudo com a
proteina recombinante rP42, de choque térmico, os autores observaram que a formulagéo foi
capaz de apresentar desenvolvimento de resposta humoral e celular em suinos quando
administrada com adjuvante oleoso. Os autores verificaram a presenca de anticorpos
especificos para a proteina por mais de 84 dias apds a imunizacao e anticorpos contra o extrato
de Mycoplasma hyopneumoniae até 63 dias apds a imunizagdo [22]. Esse resultado com
proteinas recombinantes, corrobora com 0 nosso estudo sendo identificados anticorpos contra
0 extrato total de M. agalactiae com 42, 128, 168 e 181 dias ap0s a imunizacdo. A producéo de
anticorpos também foi observada na aplicacdo de vacinas experimentais recombinantes com
adjuvantes oleosos para outras micoplasmoses, como Mycoplasma mycoides subespécie
mycoides responsaveis pela pleuropneumonia bovina contagiosa, mostrando que a protecdo
pode ser alcangada com proteinas recombinantes com reducdo dos sinais clinicos da doenca
[24]. Estudos com a utilizacdo de proteinas recombinantes como forma de imunizagédo
contribuem para reforcar a aplicacdo desse modelo vacinal. Os dados aqui encontrados quanto
a elevada producdo de anticorpos proporcionada pela vacina recombinante, encaminha para
uma alternativa as vacinas animais atuais existentes para a agalaxia contagiosa, proporcionando
desenvolvimento da resposta imune eficaz e segura.

De uma forma geral, neste estudo, entre os grupos avaliados (recombinante e bacterina)
foi observado um aumento gradativo na expressao do gene de IL-1B, sendo a expressdo maxima
observada com 168 dias. Com a auséncia de parede celular nos micoplasmas, as proteinas de
membrana, em maior abundancia as lipoproteinas, desempenham papel importante na
imunomodulacdo do sistema imunolégico do hospedeiro [43]. Células mononucleares do
sangue periférico quando estimuladas in vitro com micoplasma, como M. bovis, tendem a
apresentar maior expressdo de IL-1p quando comparadas a células ndo estimuladas [44]. De
forma similar, no nosso estudo foi possivel observar essa resposta, com aumento da expressdo

de mRNA de IL-1B em PBMC’s de caprinos apos da imunizagdo. Membros da familia da
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interleucina-1, como IL-1P, estdo intimamente relacionados a resposta imune inata e no
processo inflamatdrio [45]. Por outro lado, foi observado que a citocina IL-1p pode contribuir
na regulagdo das respostas imunes adaptativas sendo capaz de agir como “citocina de
licenciamento” nas fungdes efetoras de todas as linhagens das células TCD4 de memoria [46].
Essas células na reativacdo pela exposi¢do ao antigeno podem ser protetoras através do aumento
de resposta de celulas B, produzindo citocinas efetoras em grande quantidade no inicio da
resposta ou de forma direta matando células infectadas [47]. Assim, 0 aumento na expressao de
MRNA de IL-1p de PBMC’s em resposta a estimula¢ao das proteinas recombinantes com o
passar do tempo pode sugerir a possivel a atividade da citocina sob essas células de memoria.
A producdo de IL-1B também pode ser observada a partir da inducdo por proteinas de
membrana associadas aos lipideos do Mycoplasma (LAMPs), derivadas de M. bovis, em células
embrionarias de pulmao bovino ativando a via NF-KB através da via TLR2 e MyD88 [31]. O
mesmo pode ser observado para LAMPs de M. gallisepticum em linhagem celular de fibroblasto
de embrido de galinha [48]. Células T reguladoras (T(reg)) devem ser superadas por células
efetoras para o desenvolvimento de resposta imune apropriada a patdgenos, sendo que, as
citocinas IL-1 e IL-6, em conjunto, sdo mediadoras na resisténcia dessas células. A sinalizacédo
de receptores IL-1 via MyD88 sdo interacGes importantes para que células Thl ultrapassem a
atividade reguladora das células T(reg) e desenvolvam [49]. Em estudo avaliando a resposta
imune humoral e celular de ovelhas imunizadas com vacinas atenuada de Brucella melitensis,
foi observado resposta de células T(reg) predominante e duradora em PBMC’s dos animais,
sugerindo importante papel na reducdo da eficacia protetora da vacina administrada [50]. O
aumento da expresséo de mRNA de IL-1p encontrado no presente estudo de animais
imunizados em resposta a antigenos de M. agalactiae pode estar associada a supressao de
células T(reg) contribuindo para o desenvolvimento de células efetoras na resposta imune
provocada pela vacina.

A expressdo de mRNA de IFN-y dependente do tempo no grupo recombinante e
bacterina em resposta a presenca das proteinas recombinantes, na maior parte dos dados, néo
apresentou diferenca na expressdo ou produziu niveis mais baixos da citocina em comparagado
a antes da imunizac¢do. Em concordancia ao que foi apresentado no nosso estudo, a analise in
vitro de PBMC’s de ovelhas infectadas expostas a M. agalactiae permitiu observar também a
diminuicdo da expansdo de células positivas para IFN-y apds 60 dias de infecgdo [51]. A
presenca de IFN-y esta relacionada a estimulagdo de macréfagos induzindo a mecanismos

antimicrobianos, apresentacdo antigénica, maturacdo e diferenciacdo celular. Citocinas
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secretadas por células apresentadoras de antigeno, como IL-12, controlam a producédo de IFN-
v que pode ser regulada negativamente pela producéo de citocinas como IL-4. [52] Sendo assim,
pode ser secretado principalmente por linfocitos ativados, como, por exemplo, células T
auxiliares CD4 tipo 1 e inibir a proliferacdo de células Th2, assim como a producdo de IL-4
[53]. Uma vez que essa citocina pode ser regulada negativamente pela presenca de IL-4,
associada a perfil de células Th2, pode ser indicado aqui, em nosso estudo, a formag&o no inicio
de um perfil de memoria induzido pela resposta humoral nas células do grupo recombinante.
Esse perfil de resposta pode ser associado ao encontrado em estudo com camundongos
imunizados com M. agalactiae inativado emulsionado com FCA que, por sua vez, apresentaram
producdo de IgG especifica ao microrganismo com ativacdo Th2 e secre¢do de IL-4 com co-
secrecdo relativamente baixa de citocinas como IFN-y e IL-12 [29]. E importante considerar
qgue a producdo de IFN-y também pode estar associada ao desenvolvimento de células T
auxiliares do tipo 2 a partir da alternancia de isotipo de anticorpos [54,55]. Assim, 0s niveis
maiores de mMRNA de IFN-y nos tempos iniciais encontrados no grupo bacterina pode ser
relacionado a uma resposta celular inicial, mas também a resposta de perfil Th2. A identificacéo
dos niveis de IFN-y contribui para compreender o estabelecimento e desenvolvimento de ambos
perfis de resposta ao longo do tempo e a sua contribuigdo para o desenvolvimento de resposta
imune protetora.

A citocina 1L-12, sendo produto principal de células como macr6fagos, mondcitos,
neutrofilos e células dendriticas, possui papel central na inducgédo de resposta Thl. Sendo a sua
producdo fortemente induzida pela presenca de produtos microbianos, dentre seus papéis
bioldgicos, a IL-12 esta intimamente relacionada a indu¢do da producéo de IFN- vy. [56] Essa
correlacdo sinérgica foi observada no grupo recombinante que em 168 dias em comparagdo ao
controle negativo de células ndo estimuladas, apresentou aumento significativo na expressao de
MRNA de IL-12 e IFN- y. De forma similar, o aumento de ambas citocinas pode ser observado
em células mononucleares do baco de camundongos imunizados com vacina de DNA da
proteina P48 de M. agalactiae [57]. O grupo bacterina em resposta ao estimulo de ambas
proteinas, com o passar do tempo apresentou aumento na expressao de mRNA de IL-12. Em
resposta a reincidéncia na exposi¢do das proteinas recombinantes antigénicas em periodo de 2
horas de cultura, os PBMC’s caprinos imunizados, em nosso estudo, aparentemente produziram
uma resposta mais rapida com maiores niveis de expressao de IL-12. O desenvolvimento dessa
resposta rapida pode estar associado a um perfil de memaria proporcionado pela imunizagdo

com bacterina impulsionado em resposta as proteinas recombinantes (P40 e MAG_1560) aqui
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utilizadas. A resposta de células T de memoria, capazes de modular a resposta imunoldgica de
memdria, quando expostas ao antigeno, diferindo de células T naive, possuem a capacidade de
producdo imediata de citocinas associada a capacidade de recordacdo rapida para o combate de
patogenos [58]. A vacinacdo em ovinos, independente do modelo de vacinas existentes, contra
M. agalactiae € capaz de induzir resposta humoral e celular [59].

Iniciando uma resposta imune adaptativa a com especificidade de patdgenos, as
moléculas de MHC possuem como funcgéo central a apresentacdo de antigenos peptidicos que
sdo processados e apresentados a células T [60]. A classe 11 de moléculas de MHC desenvolve
papel essencial na iniciacdo de apresentacdo de antigenos a linfécitos TCD4, estando a sua
expressdo associada a células apresentadoras de antigenos (APCs), que incluem, macréfagos,
monacitos, células dendriticas e linfocitos B [61]. Apds a imunizacdo, as células mononucleares
dos grupos recombinante e bacterina, com 56 e 168 dias, respectivamente, apresentaram
aumento na expressdo de mRNA para MHC-1l comparado a células sem contato anterior com
0 antigeno (proteinas recombinantes). Células T de meméria por intermédio do reconhecimento
de antigeno através de MHC possuem a capacidade de desenvolver uma resposta de recordacéo
potente e aprimorada, sendo isto, um fator critico para imunidade a longo prazo [62]. Células
B também sdo capazes de expressar em sua superficie moléculas MHC-II, estabelecendo assim
contato com células TCD4, através do complexo peptideo-MHC-II1, que contribuem para a sua
proliferacdo e diferenciagdo [61]. O aumento da expressao da molécula sugere o
reconhecimento do sistema imune as proteinas, seja por células T ou B, que é responsavel por
sequencialmente orquestrar a resposta a ser desenvolvida. Em estudo realizado avaliando a
imuno-histoquimica de lesdes pulmonares infeccionadas por M. agalactiae e M. bovis em
cabras, foi observado aumento de células mononucleares expressando MHC classe 11, sugerindo
participacdo da sinalizacdo da apresentacdo de antigenos as células por intermédio de resposta
celular ou humoral [63]. E importante considerar que as citocinas possuem papel fundamental
regulando positivamente MHC de células como macréfagos o que contribuem para o inicio e
desenvolvimento de resposta imune, uma vez que ha o reconhecimento através dessas
moléculas do antigeno por células T [63,64].

Dessa forma, o presente estudo demonstrou que 0s grupos imunizados, com proteina
recombinante e bacterina, foram capazes de gerar elevada producdo de anticorpos durante o
periodo de 6 meses, alem de ter apresentado responsividade sorolégica de reconhecimento ao
extrato total e a porcdo de proteinas de membrana. Foi possivel constatar também

responsividade de PBMC’s ao longo do tempo ao estimulo gerado pelas proteinas, sendo
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possivel observar, principalmente o aumento na expressdo de mRNA da citocina pro-
inflamatoria IL-1p. Foi apresentada a presenga de apresentagdo antigénica e através das outras
citocinas, IFN-y e IL-12, deduzir sobre a ambiguidade do perfil de resposta presente (celular e
humoral). Entretanto, para maior elucidacdo e complementariedade da resposta formada visa-
se necessario a avaliacdo do papel de outras citocinas e outros mecanismos de resposta
estimulados. Os dados aqui apresentados apontam um caminho promissor na formulacdo de
vacina recombinante como alternativa as existentes para agalaxia contagiosa além de contribuir
para a compreensdo da imunomodulacdo para obtencdo de imunidade proporcionada por

proteinas de membrana de M. agalactiae.

26



REFERENCIAS
INTRODUCAO

A agalaxia contagiosa (AC) € uma doenca que atinge caprinos e ovinos conhecida desde
1816 quando foi relatada pela primeira vez na Italia. Entretanto, a sua natureza contagiosa so
veio a ser notada anos mais tarde, ao ser observado que animais que pastavam em local apds
um rebanho infectado, acabava sendo afetado [1]. Sendo M. agalactiae o agente classico da
doenca, esta pode ser ocasionada por outras trés espécies micoplasmaticas, como: Mycoplasma
capricolum subespécie capricolum (Mcc), Mycoplasma mycoides subespécie mycoides “large
colony type” (MmmLC) e Mycoplasma putrefaciens (Mp) [2].

As vias mais comuns que 0 micoplasma pode adentrar no organismo do hospedeiro, séo
oral, respiratéria ou mamaria. Assim, é carreado através da circulacdo sanguinea se
estabelecendo em outros 6rgaos do sistema onde desenvolvem uma resposta inflamatéria como
nas glandulas mamarias, olhos, articulacdes e linfonodos. Com isso, além de desenvolver
bacteremia acompanhada por febre, sintomas como hipoagalaxia transitoria a agalaxia abrupta
e total, mastite, artrite, poliartrite, ceratoconjutivite podem ocorrer [3,4]. Abortos podem
acontecer em fémeas gravidas quando alteracBes nos Orgaos genitais sdo observadas assim
como a inflamacéo do Utero [5]. Antibioticos sdo utilizados como medidas terapéuticas. Em
contrapartida, € necessaria a aplicacdo de uma dose terapéutica definida e por um periodo
suficientemente longo, caso contrario, o efeito da antibioticoterapia pode ser reduzido ou
nenhum com consequente disseminacdo dos agentes da doenca no ambiente e possibilidade de
desenvolvimento de estirpes resistentes [2—4].

As alternativas vacinais existentes para a doenca baseiam-se na aplicacdo de vacinas
inativadas ou atenuadas. Na regido sul da Europa, vacinas comerciais inativadas por formalina
direcionadas a M. agalactiae sdo mais utilizadas, enquanto na Turquia ha a prevaléncia da
aplicacdo de vacinas atenuadas [6]. No Brasil, ainda que a agalaxia contagiosa ocasionada por
Ma tenha sido registrada no pais [7-10] no mercado ndo ha disponibilidade de vacinas e
nenhuma legislagdo quanto a seu uso [11]. A aplicacdo das vacinas inativadas tendem a ser
repetidas em periodos mais curtos, uma vez que a estimula¢do de anticorpos possui menor
titulacdo e sdo menos persistentes [12]. Esse modelo de vacina inativada monovalente, reduz
os sinais clinicos da agalaxia contagiosa, em contrapartida, ndo é sempre que é capaz de garantir
completa prevencdo contra o microrganismo [13]. Com a utilizacdo das vacinas atenuadas as
lesbes articulares desaparecem, entretanto os animais através da lactacdo, apesar desta ser

retomada a normalidade, continuam excretando o patdgeno por varios meses. Em animais
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saudaveis que sdo vacinados como medida de prevengdo, a infecgdo generalizada e o
desenvolvimento de sinais clinicos ndo ocorrem, mas pode apresentar infeccdo temporéaria no
Ubere [4].

Apesar dos mecanismos de persisténcia e infeccdo do M. agalactiae serem
desconhecidos, h& conhecimento limitado relacionado a sua diversidade antigénica de
superficie que contribuem para sua patogenicidade, incluindo lipoproteinas de superficie
imunodominantes com frequente alternancia, que sdo as Vpmas (proteinas variaveis de M.
agalactiae) [14], P40 [15], P48 [16], P80 [17,18], MAG_1000, MAG_1980, MAG_2220,
MAG_4740, MAG_2430, phnD [19], MAG_1560 e MAG_ 6130 [20]. A identificacdo e
caracterizagdo de proteinas imunogénicas, possibilita o desenvolvimento de novas ferramentas
de diagndstico e profilaxia contra a agalaxia contagiosa. No mesmo segmento que para outras
micoplasmoses animais, estudos apresentam proteinas recombinantes com perfil antigénico e
imunogénico para a possivel composicdo de vacinas de subunidades, como para M.
hyopneumoniae [21-23], M. mycoides subespécie mycoides [24,25], M. ovipneumoniae
[26,27], M. haemofelis [28].

Duas lipoproteinas antigénicas de micoplasma (MAG_1560 e MAG_6130)
identificadas e caracterizadas anteriormente no nosso grupo de pesquisa e a P40 [15] foram
avaliadas quanto a sua antigenicidade, sendo reconhecidas por soros testados de caprinos e
ovinos naturalmente infectados por M. agalactiae e apresentando potencial imunogénico com
producdo de anticorpos IgG em coelhos [20]. Dessa forma, esse estudo objetiva analisar a
resposta imune em modelo caprino das proteinas MAG_1560 e P40 como potencial para a

formulacdo de uma vacina recombinante para agalaxia contagiosa.

MATERIAIS E METODOS

Expresséo e purificacdo das proteinas recombinantes P40 e MAG_1560

Nesse estudo, foram utilizadas duas proteinas antigénicas recombinantes de
Mycoplasma agalactiae, a P40 (42 KDa) [15] e MAG_1560 (32 KDa) [20]. Para a expressao
proteica, foi realizado um pré-inéculo em meio LB (Luria-Bertani) contendo canamicina
utilizando a cepa de E. coli BL21 Star ™ (DE3) One Shot ® transformadas contendo o vetor de
interesse e incubados overnight em rotacdo a 37°C. Posteriormente, o pré-inoculo foi
transferido para um volume maior e incubado durante 3 horas, até atingir a densidade dptica de

1.0 a 1.5 a 600 nm. A expressdo proteica entdo foi induzida com 1 mM de IPTG incubado
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novamente em agitacdo a 17°C overnight. As células foram obtidas a partir da centrifugacéo e
0 pellet foi homogeneizado em tampéo tris-salina (Tris NaCl; 0,1M Tris, 0,5M NaCl, 10%
glicerol, pH 8,5) com inibidor de proteases e lisadas por sonicacdo. A amostra apés ser lisada
foi centrifugada e o sobrenadante contendo as proteinas de interesse foi coletado e filtrado em
membrana de 0,22 um. A solucdo filtrada entdo purificada em coluna contendo resina quelante
de niquel (HisTrap™ HP, GE Healthcare Bio-Sciences Corp, EUA) com diferentes
concentragdes de imidazol. As proteinas foram visualizadas através de SDS-PAGE,
confirmadas através de Western blot e realizada a dialise para remocao de imidazol residual.
Assim, foram concentradas e quantificadas através da metodologia de Bradford com leitura em
placa a 595 nm.

Inativacdo de Mycoplasma agalactiae

O isolado GM-139 de M. agalactiae foi cultivado durante 48h a 37°C em meio SP4
suplementado. O cultivo foi centrifugado e o sedimento foi ressuspendido em PBS. Foi
realizada a diluicdo seriada da cultura com plagueamento para determinar a CFU/ml. Com a
obtencdo do microrganismo, a amostra foi inativada com incubacdo a 37°C durante 16h com
formaldeido a 0,5% [29]. Apds o periodo, as células foram centrifugadas e ressuspendidas em
Tris-salina ap6s a lavagem. Antes da inativacdo do microrganismo foi determinada a
concentracdo de proteinas, usando soro albumina bovina (BSA) como padrdo, através do
método BCA com o kit Pierce™ BCA Protein Assay (Thermo Scientific) de acordo com as

instrucdes do fabricante.

Extracéo de proteina de membrana

Com base na metodologia de Rawadi e Roman-Roman [30] com modificacdes foram
extraidas as proteinas de membrana do M. agalactiae por meio da separacdo de fases com o
detergente ndo-idnico Triton X-114 (TX-114). A bactéria foi cultivada e o sedimento de células
formado ap0s a centrifugacao e houve remocgédo do meio de cultura do cultivo foi utilizado para
a extracdo. A solucgéo celular foi ressuspendida em Tris-EDTA (50mM Tris pH 8,0, 0.15M
NaCL, 1ImM EDTA) contendo 2% de TX-114 e incubadas durante 3 horas a 4°C.
Posteriormente, foi incubado durante 30 minutos a 37°C para separacgéo de fases, centrifugado
e incubado em gelo por 5 minutos. Esse ultimo processo, para remocao de proteinas de fase
aquosa da porcdo TX, foi repetido trés vezes com adigdo de tampdo Tris-EDTA sem o

detergente. A fase TX final foi adicionado o tampdo Tris-EDTA e para precipitacdo das
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proteinas de membrana foi adicionado 2,5 vezes do volume de etanol absoluto com incubagédo
overnight a -20°C. Apds a centrifugacdo o precipitado foi recuperado e ressuspendido em PBS.
A concentracdo de proteinas de membrana obtida foi quantificada através do método de
Bradford.

Imunizacéo dos animais e grupos experimentais

Foram preparadas duas diferentes solugbes imunizantes. A vacina A teve em sua
composicao 100 pg de proteina recombinante no total (50 pug de MAG_1560 + 50 pg de P40)
em 1 mL. Para a formulagcdo da vacina B, correspondente ao imunizante bacterina, foi
adicionado 1 mL de M. agalactiae inativado a 10° CFU/mI. Com volume final de solugéo de
inoculacdo de 2 mL, na primeira imunizagdo as vacinas A e B foram homogeneizadas com a
adi¢do de 1ml de adjuvante completo de Freund’s (1:1) e na segunda dose, foi utilizada a mesma
formulacéo, entretanto foi utilizado o adjuvante incompleto de Freund’s (1:1).

Para realizar a imunizacdo, foram utilizadas fémeas caprinas da raga Boer (n=12) com
5 meses de idade. A utilizacdo dos animais foi aprovada pelo Conselho de ética de Uso dos
Animais (CEUA) da Universidade Federal da Bahia, Instituto Multidisciplinar em Saude,
Campus Anisio Teixeira (protocolo 077/2019). Os animais foram examinados e avaliados
quanto a presenca de Mollicutes e M. agalactiae. Foram utilizados no experimento aqueles
considerados negativo para Ma. As cabras foram divididas em trés grupos (n=4): (I) controle
negativo, inoculados com tampdo Tris-salina mais adjuvante de Freund’s completo ou
incompleto; (I1) grupo recombinante inoculados com a vacina A; (llI) grupo bacterina
inoculado com a vacina B. A imunizacdo foi realizada através da via subcutanea. Apos 28 dias,
0s grupos receberam reforco de dose (tris-salina, proteina recombinante ou bacterina).

Os animais foram avaliados durante 6 meses através da coleta de sangue, em tubos
estéreis com e sem EDTA, de cada cabra por venipuncao da jugular externa. A primeira coleta
foi realizada antes das inoculagdes (tempo zero) e 7, 14, 21, 42, 56, 70, 91, 104, 128, 168 e 181

dias apds a inoculacdo dos imunogenos.

Determinacdo dos niveis de producédo de 1gG especifica por ELISA indireto

Através do ensaio indireto de ELISA foi determinada a producéo de anticorpos formada
em resposta as proteinas ou bacterina. A técnica foi anteriormente padronizada quanto a
utilizacdo de antigeno. Pogos de microplacas foram sensibilizados com extrato proteico total de

M. agalactiae (1 pg/pogo em tampdo carbonato-bicarbonato) obtido a partir da lise com tampéo
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RIPA, proteina recombinante P40 ou MAG_1560 (50 ng/pogo em tampdo carbonato-
bicarbonato) ou com proteinas de mbembrana de Ma, sendo incubadas a 4°C por 16 horas. As
placas foram blogueadas com PBS 0,05% Tween-20 (PBS-T) contendo 10% de leite desnatado.
Os soros coletados dos animais de cada grupo foram diluidos (1:200) em PBS-T contendo 5%
de leite desnatado e incubadas. Posteriormente os pocos foram lavados com PBS-T e o
anticorpo secundério anti-lgG de caprino diluido (1:2000) em PBS-T contendo 5% de leite
desnatado foi adicionado. As placas foram incubadas e em seguida a revelacao foi conduzida
com o o-fenilenodiamina dicloridrato (OPD) com interrup¢do pela adicdo de acido sulfdrico
(H2S0g4). A leitura foi realizada a 490 nm em leitor de ELISA (iMark™ Microplate Absorbance
Reader).

Analise da expressdo génica de marcadores inflamatdrios desencadeada pela estimulacao
in vitro de células sanguineas do sangue periférico (PBMC)

Foi realizado a andlise comparativa da resposta de marcadores inflamatérios (IL-1,
IFNy, IL-12 e para a molécula de complexo de histocompatibilidade MHC-11) em células
sanguineas do sangue periférico obtidas dos animais antes das inocula¢cdes (tempo zero) e com
56 e 168 dias. As PBMC dos grupos vacinais foram isoladas para a estimulacao das células in
vitro dos caprinos com o periodo de 2 horas [30]. Foram utilizados 5 mL de sangue periférico
de cada animal. O isolamento foi realizado utilizando o Histopaque-1077® (Sigma-Aldrich).
As células mononucleares de cada animal foram coletadas e formado pooled de PBMC do grupo
experimental. Apds as lavagens, ao sedimento de células foi adicionado meio RPMI
suplementado com 10% de soro fetal bovino e 100U/ml de penicilina para ressuspenséo. O
processo prosseguiu com a contagem de células em camara de Neubauer utilizando Azul de
Tripan. O volume celular foi ajustado para concentragdo de 2x10° células/ml e em seguida o
pooled de células foi adicionado em triplicata em placa de 24 pocos. As células foram
estimuladas com o M. agalactiae inativado com 10° CFU/mL e com as proteinas P40 e
MAG_1560 separadamemte nas concentracfes de 1 e 2ug/ml. Ao controle negativo foi
adicionado Tris-salina e como controle positivo foi utilizado LPS. As células foram incubadas
a 37°C com 5% de CO2 durante 2 horas. As células em suspensdo foram obtidas a partir da
centrifugacdo do sobrenadante e as células aderidas a placa foram removidas com tripsina. As

células obtidas foram armazenadas em RNAlater™,

Extracdo de RNA, sintese de cDNA e expressdo génica
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A extracdo do RNA foi realizada com TRIzol® de acordo com as instrugfes do
fabricante e purificado através do PureLink™ RNA Mini Kit. A partir do RNAm extraido foi
realizada a sintese em cDNA utilizando o kit SuperScript IV Reverse Transcriptase™
(Invitrogen — Thermo Fisher). Foi analisada a expressdo génica da molécula de complexo de
histocompatibilidade MHC-I1 [31] e de citocinas IL-1p [32], IFNy [33], IL-12 [34]. Como
controle enddgeno foi utilizado B-actina [35]. As reacdes de RT-qPCR foram realizadas na
plataforma StepOnePlus PCR Real Time System (Applied Biosystems™) com o Power
SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems™). A analise dos dados foi obtida através do
método de CT comparativo (2724<Y).

Anélise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas através do GraphPad-Prism 5.0 utilizando o
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunn para diferenciacdo dos grupos
de ELISA. Para andlise de expressao génica foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney para a comparacao de dois grupos. Diferencas estatisticamente significativas foram
consideradas quando p < 0,05 com intervalo de confianga de 95%. Os valores foram

apresentados como médias e erro padrdo da média.

RESULTADOS

Purificacdo das proteinas
As proteinas P40 e MAG_1560 foram expressas em sistema heterélogo de E. coli
purificadas por cromatografia de afinidade com resina de niquel e o resultado da purificacdo

pode ser visualizado em Western Blot (Fig. 1).
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Fig. 7. Proteinas recombinantes purificadas visualizadas em Western Blot. Coluna 1: Peso molecular Novex®
Sharp Pre-stained Protein Standard; Coluna 2: P40 (42KDa); Coluna 3: MAG_1560 (32 KDa).

A vacina recombinante induziu alta taxa de producéo de anticorpos 1gG especificos

A producdo de anticorpos IgG especificos por cada grupo foi avaliada durante o periodo
de 181 dias em resposta as proteinas recombinantes inoculadas (P40 e MAG_1560), ao extrato
proteico total e as proteinas de membrana de Ma. No grupo recombinante o sistema imune dos
animais foi capaz de gerar uma elevada producdo de anticorpos para ambas as proteinas
inoculadas (Fig. 2A e 2B) que perdurou durante todo o periodo de andlise apresentando
capacidade imunogénica. O grupo imunizado com bacterina (Fig. 2B) teve producdo de
anticorpos especificos para a proteina MAG_1560 apresentando diferenga estatisticamente
significativa (p <0,05) do grupo controle imunizado somente com o tampéo e adjuvante. Em
resposta ao extrato proteico total de Ma (Fig. 2C), o grupo bacterina apresentou alta producéo
de anticorpos. Apesar de valores baixos apresentados do grupo recombinante em resposta ao
extrato proteico total, houve diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre o grupo
recombinante e controle com 42, 128, 168 e 181 dias ap6s a imunizagdo. O soro de ambos 0s
grupos, recombinante e bacterina, apresentaram producao da anticorpos durante os 181 dias em
resposta as proteinas de membrana do M. agalactiae.
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(p<0,05) é representada pelos simbolos quando (#) diferente do grupo controle, (*) diferente do grupo controle e bacterina e (1) diferente do grupo controle e recombinante.
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As proteinas P40 e MAG_1560 sdo capazes alteram a expressdo génica de citocinas e

MHC-I1 nos diferentes grupos

A avaliacdo da expressdo génica das células mononucleares do sangue periférico
isoladas dos animais foi avaliada antes da inoculagdo (0 dias), 56 dias e 168 dias apos a
imunizagdo com estimulo in vitro em cultura de células com 2 horas de incuba¢do com as
proteinas P40 e MAG_1560. As células do grupo imunizado com proteinas recombinantes e
com bacterina em resposta ao estimulo pela P40 em diferentes concentracdes apresentaram
aumento estatisticamente significativo na expressao da citocina pro-inflamatoria IL-1p (Fig. 3A
e 3C) em 56 e 168 dias apds a inoculacdo em comparacdo a antes da imunizacdo. O aumento
da expressao ocorreu também para 0 grupo bacterina em resposta a P40 com 56 e 168 dias em
relacdo ao controle negativo, com excecdo da concentragdo 2 pg/ml que ndo apresentou
diferenca estatisticamente significativa com 56 dias. Em resposta a MAG_1560, o grupo
recombinante apresentou aumento significativo para a concentracdo de 1jug/ml nos tempos apos
a inoculagdo para o gene IL-1p (Fig. 3B). Enquanto o grupo bacterina apresentou aumento da

expressdo de IL-1p para ambas as concentragdes de MAG 1560 (Fig. 3D).
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Fig. 9 Expressdo génica de IL-1p de PBMCs isolados de caprinos apds a imunizagdo com proteinas
recombinantes e bacterina antes da inoculacao, 56 e 168 dias apds incubadas durante 2 horas com proteina
recombinante P40 e MAG_1560. (A) Expressao génica de IL-1B em células do grupo recombinante estimuladas
com P40. (B) Expressdo génica de IL-1p em células do grupo recombinante estimuladas com MAG_1560. (C)
Expressdo génica de IL-1B em células do grupo bacterina estimuladas com P40. (D) Expressdo génica de IL-1p
em células do grupo bacterina estimuladas com MAG_1560. Quando comparados os estimulos entre os tempos
foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney e as diferencas estatisticas foram consideradas quando p <
0,05 e sdo representadas por (#) quando diferente do grupo respectivo no tempo antes da inoculagéo (0 dias). O
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido do pos-teste de Dunn foi utilizado para comparagdo com o
controle negativo dentro do tempo (0, 56 ou 168 dias). As diferencas estatisticas foram consideradas quando p <
0,05 e sdo representadas por (*) quando diferente do respectivo controle negativo.
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Em relagdo a expressdo de IFN-y, a proteina P40 também induziu o aumento da
expressdo do gene com estimulo a maior concentragdo da proteina (2 pg/ml) das células do
grupo recombinante com 168 dias (Fig. 4A). Em resposta a MAG_1560, com 56 dias, 0 grupo
recombinante apresentou reducdo da expressdao génica com diferenca estatisticamente
significativa para a concentracdo de 1 pg da proteina. Nao foi apresentada diferenca com 168
dias para ambas as concentrac@es da proteina MAG_1560. O grupo imunizado com bacterina,
em comparacao a antes da inoculacéo, apresentou com 56 dias baixa expressdo para ambas as
proteinas nas diferentes concentracdes (Fig. 4C e 4D). Com 168 dias ap0s a inoculacéo o grupo
bacterina em resposta ao estimulo da P40 (Fig. 4C) apresentou baixa expressao do gene IFN-y
para as concentracdes de 1 e 2 pg/ml e para 2 ug/ml de MAG_1560 (Fig. 4D).
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Fig. 10 Expressdo génica de IFN-y de PBMCs isolados de caprinos apds a imuniza¢do com proteinas
recombinantes e bacterina antes da inoculacéo, 56 e 168 dias apds incubadas durante 2 horas com proteina
recombinante P40 e MAG_1560. (A) Expressdo génica de IFN-y em células do grupo recombinante estimuladas
com P40. (B) Expressao génica de IFN-y em células do grupo recombinante estimuladas com MAG_1560. (C)
Expresséo génica de IFN-y em células do grupo bacterina estimuladas com P40. (D) Expressdo génica de IFN-y
em células do grupo bacterina estimuladas com MAG_1560. Quando comparados os estimulos entre os tempos
foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney e as diferencas estatisticas foram consideradas quando p <
0,05 e sdo representadas por (#) quando diferente do grupo respectivo no tempo antes da inoculagéo (0 dias). O
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido do pos-teste de Dunn foi utilizado para compara¢do com o
controle negativo dentro do tempo (0, 56 ou 168 dias). As diferencas estatisticas foram consideradas quando p <
0,05 e sdo representadas por (*) quando diferente do respectivo controle negativo.

A expressdo do gene IL-12 foi reduzida nos periodos pos imunizagdo para 0 grupo
recombinante em resposta a presenca da P40 (Fig. 5A). Entretanto, 168 dias apds, comparado
ao controle negativo as células obtiveram inducdo na expressdo da citocina. O grupo
recombinante apresentou diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) para MAG_1560 em
comparacao a pré-imunizagdo somente com 56 dias apds a imunizagdo, com inducgéo e reducao
da expressdo com estimulo de 1 e 2 pg/ml, respectivamente. Com 168 dias, 0 grupo bacterina
apresentou inducdo da expressao de 1L-12 com as duas proteinas (Fig. 5C e 5D) em ambas as
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concentragdes em comparacdo a resposta antes da imunizagdo. Com 56 dias, a P40 em sua
menor concentracdo foi capaz de induzir a expressdo do gene IL-12 (Fig. 5C), enquanto a
MAG_1560 reduziu a expresséo (Fig. 5D).
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Fig. 11 Expressdo génica de IL-12 de PBMCs isolados de caprinos apés a imunizacdo com proteinas
recombinantes e bacterina antes da inoculacéo, 56 e 168 dias apds incubadas durante 2 horas com proteina
recombinante P40 e MAG_1560. (A) Expressao génica de IL-12 em células do grupo recombinante estimuladas
com P40. (B) Expressdo génica de IL-12 em células do grupo recombinante estimuladas com MAG_1560. (C)
Expressdo génica de IL-12 em células do grupo bacterina estimuladas com P40. (D) Expressdo génica de IL-12
em células do grupo bacterina estimuladas com MAG_1560. Quando comparados os estimulos entre os tempos
foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney e as diferencas estatisticas foram consideradas quando p <
0,05 e sdo representadas por (#) quando diferente do grupo respectivo no tempo antes da inoculagéo (0 dias). O
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido do pos-teste de Dunn foi utilizado para comparagdo com o
controle negativo dentro do tempo (0, 56 ou 168 dias). As diferencas estatisticas foram consideradas quando p <

0,05 e sdo representadas por (*) quando diferente do respectivo controle negativo.

A molécula encontrada em células apresentadoras de antigeno, MHC classe Il, em
resposta ao estimulo da proteina P40 no grupo recombinante (Fig. 6A) teve a expressao génica
induzida com 56 dias e reducdo estatisticamente significativa com 168 dias. A MAG_1560 (Fig.
6B) foi capaz de induzir a expressdo do gene com a concentragdo minima em 56 e 168 dias,

mas a expressao foi reduzida com a concentragdo de 2 pug/ml no dltimo tempo avaliado. O grupo
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bacterina apresentou reducgdo da expressao com 56 dias e inducdo e com 168 dias 1 pg/ml, e
reducdo para os dois tempos com a maior concentracdo da P40 (Fig. 6C). A expressdo das

células em resposta a MAG_1560 (Fig. 6D) foi de reducéo da expressao com 56 dias e inducgéo
com 168 dias.
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Fig. 12 Expressdo génica de MHC-Il1 de PBMCs isolados de caprinos ap6s a imunizagdo com proteinas
recombinantes e bacterina antes da inoculacéo, 56 e 168 dias apds incubadas durante 2 horas com proteina
recombinante P40 e MAG_1560. (A) Expressdo génica de MHC-II em células do grupo recombinante
estimuladas com P40. (B) Expressdo génica de MHC-II em células do grupo recombinante estimuladas com
MAG _1560. (C) Expressdo génica de MHC-11 em células do grupo bacterina estimuladas com P40. (D) Expressao
génica de MHC-11 em células do grupo bacterina estimuladas com MAG_1560. Quando comparados os estimulos
entre os tempos foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney e as diferengas estatisticas foram
consideradas quando p < 0,05 e sdo representadas por (#) quando diferente do grupo respectivo no tempo antes da
inoculacdo (0 dias). O teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido do pés-teste de Dunn foi utilizado para
comparagdo com o controle negativo dentro do tempo (0, 56 ou 168 dias). As diferencas estatisticas foram

consideradas quando p < 0,05 e sdo representadas por (*) quando diferente do respectivo controle negativo.

DISCUSSAO

O desenvolvimento de novas medidas imunoprofilaticas como alternativa as existentes,

questionadas quanto a sua eficacia protetora e seguranca, sdo um desafio no controle de M.
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agalactiae. O micoplasma sendo o principal agente causador da agalaxia contagiosa em
pequenos ruminantes é responsavel por uma alta morbidade acima da mortalidade nos animais,
sendo associada a perdas econémicas em paises da Europa ou no Brasil [7,37]. As atuais vacinas
existentes licenciadas, atenuada e inativada, tendem a induzir titulacbes de anticorpos que
diminuem rapidamente [38]. A utilizacdo de proteinas antigénicas do microrganismo, como
foco nas proteinas de membrana, s&o alvos a compor o0 novo modelo vacinal destinado a doenca
[20]. Neste estudo, a imunizacdo de caprinos com duas proteinas recombinantes, P40 e
MAG_1560, nos permitiu observar a evolucdo da resposta do sistema imune desenvolvida no
periodo de 6 meses.

As proteinas de membrana possuem importante papel no desenvolvimento da infec¢do
natural estabelecida pelo microrganismo, além de poder induzir resposta humoral por serem
altamente imunogénicas [15,39]. A persisténcia de anticorpos especificos dos grupos
imunizados e avaliados durante os 6 meses contra as proteinas recombinantes, extrato proteico
total e proteinas de membrana de M. agalactiae foram evidenciados, demonstrando a eficiéncia
da estratégia pela producdo de altos niveis de anticorpos. Em um estudo, foi verificado que
soros obtidos de animais naturalmente infectados com M. agalactiae apresentam
reconhecimento de antigenos varidveis com anticorpos contra proteinas de membrana de 18
kDa a 80 kDa. Além disso, a medida que a infeccdo evolui, com 15 dias, ha a identificacdo de
anticorpos por outras proteinas acima de 32 kDa e sendo no trigésimo dia o reconhecimento de
um maior numero de proteinas imunogénicas [39]. Esses resultados possibilitam a compreensao
do reconhecimento da MAG_1560 pelo grupo imunizado com o microrganismo inativado
ocorrendo a partir de 21 dias de inoculacdo. No presente estudo, os niveis de anticorpos
especificos para proteinas de membrana do micoplasma produzidos pela imunizacdo com
proteinas recombinantes e bacterina comparado ao grupo controle, exibiram aumento acima de
cinco vezes na producdo de anticorpos, enquanto, em outro estudo realizado com ovelhas
imunizadas com M. agalactiae inativado emulsionado em adjuvante oleoso foi apresentado
aumento de trés vezes mais na producdo. Nesse estudo citado, 0s animais apresentaram
producdo de anticorpos durante 5 meses e foi observada imunidade ao desafio com o
microrganismo, sendo capaz de prevenir contra sinais clinicos relacionados a doenca [40]. O
periodo de persisténcia de anticorpos apresentado no estudo anterior se assemelha ao periodo
em que houve presencga continua de anticorpos encontrados em maiores niveis em nossa analise,
inclusive para a imunizacdo com proteinas recombinantes, apontando assim resultados

promissores para um possivel desafio com o microrganismo apds imunizagdo com proteinas
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recombinantes. Além disso, esses dados corroboram com a possibilidade da eficacia de vacinas
recombinantes em comparagdo a vacinas inativadas, uma vez que a imunizagdo com O
microrganismo inativado, no estudo anterior, induziu a uma menor producdo de anticorpos, em
comparagdo ao nosso estudo, mas ainda assim foi capaz de prevenir sinais clinicos da doenca.

E importante considerar que para eficacia de uma resposta imune modulada potente e
duradoura de vacinas de subunidade, que sdo menos reagentes, € necessaria a administragdo
conjunta com adjuvantes potentes, considerando que o adjuvante vacinal utilizado esta
relacionado a aspectos dos anticorpos, como avidez ou titulacao [41,42]. Em um estudo com a
proteina recombinante rP42, de choque térmico, os autores observaram que a formulagéo foi
capaz de apresentar desenvolvimento de resposta humoral e celular em suinos quando
administrada com adjuvante oleoso. Os autores verificaram a presenca de anticorpos
especificos para a proteina por mais de 84 dias apds a imunizacao e anticorpos contra o extrato
de Mycoplasma hyopneumoniae até 63 dias apds a imunizagdo [22]. Esse resultado com
proteinas recombinantes, corrobora com 0 nosso estudo sendo identificados anticorpos contra
0 extrato total de M. agalactiae com 42, 128, 168 e 181 dias ap0s a imunizacdo. A producéo de
anticorpos também foi observada na aplicacdo de vacinas experimentais recombinantes com
adjuvantes oleosos para outras micoplasmoses, como Mycoplasma mycoides subespécie
mycoides responsaveis pela pleuropneumonia bovina contagiosa, mostrando que a protecdo
pode ser alcangada com proteinas recombinantes com reducdo dos sinais clinicos da doenca
[24]. Estudos com a utilizacdo de proteinas recombinantes como forma de imunizagédo
contribuem para reforcar a aplicacdo desse modelo vacinal. Os dados aqui encontrados quanto
a elevada producdo de anticorpos proporcionada pela vacina recombinante, encaminha para
uma alternativa as vacinas animais atuais existentes para a agalaxia contagiosa, proporcionando
desenvolvimento da resposta imune eficaz e segura.

De uma forma geral, neste estudo, entre os grupos avaliados (recombinante e bacterina)
foi observado um aumento gradativo na expressao do gene de IL-1B, sendo a expressdo maxima
observada com 168 dias. Com a auséncia de parede celular nos micoplasmas, as proteinas de
membrana, em maior abundancia as lipoproteinas, desempenham papel importante na
imunomodulacdo do sistema imunolégico do hospedeiro [43]. Células mononucleares do
sangue periférico quando estimuladas in vitro com micoplasma, como M. bovis, tendem a
apresentar maior expressdo de IL-1p quando comparadas a células ndo estimuladas [44]. De
forma similar, no nosso estudo foi possivel observar essa resposta, com aumento da expressdo

de mRNA de IL-1B em PBMC’s de caprinos apos da imunizagdo. Membros da familia da
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interleucina-1, como IL-1P, estdo intimamente relacionados a resposta imune inata e no
processo inflamatdrio [45]. Por outro lado, foi observado que a citocina IL-1p pode contribuir
na regulagdo das respostas imunes adaptativas sendo capaz de agir como “citocina de
licenciamento” nas fungdes efetoras de todas as linhagens das células TCD4 de memoria [46].
Essas células na reativacdo pela exposi¢do ao antigeno podem ser protetoras através do aumento
de resposta de celulas B, produzindo citocinas efetoras em grande quantidade no inicio da
resposta ou de forma direta matando células infectadas [47]. Assim, 0 aumento na expressao de
MRNA de IL-1p de PBMC’s em resposta a estimula¢ao das proteinas recombinantes com o
passar do tempo pode sugerir a possivel a atividade da citocina sob essas células de memoria.
A producdo de IL-1B também pode ser observada a partir da inducdo por proteinas de
membrana associadas aos lipideos do Mycoplasma (LAMPs), derivadas de M. bovis, em células
embrionarias de pulmao bovino ativando a via NF-KB através da via TLR2 e MyD88 [31]. O
mesmo pode ser observado para LAMPs de M. gallisepticum em linhagem celular de fibroblasto
de embrido de galinha [48]. Células T reguladoras (T(reg)) devem ser superadas por células
efetoras para o desenvolvimento de resposta imune apropriada a patdgenos, sendo que, as
citocinas IL-1 e IL-6, em conjunto, sdo mediadoras na resisténcia dessas células. A sinalizacédo
de receptores IL-1 via MyD88 sdo interacGes importantes para que células Thl ultrapassem a
atividade reguladora das células T(reg) e desenvolvam [49]. Em estudo avaliando a resposta
imune humoral e celular de ovelhas imunizadas com vacinas atenuada de Brucella melitensis,
foi observado resposta de células T(reg) predominante e duradora em PBMC’s dos animais,
sugerindo importante papel na reducdo da eficacia protetora da vacina administrada [50]. O
aumento da expresséo de mRNA de IL-1p encontrado no presente estudo de animais
imunizados em resposta a antigenos de M. agalactiae pode estar associada a supressao de
células T(reg) contribuindo para o desenvolvimento de células efetoras na resposta imune
provocada pela vacina.

A expressdo de mRNA de IFN-y dependente do tempo no grupo recombinante e
bacterina em resposta a presenca das proteinas recombinantes, na maior parte dos dados, néo
apresentou diferenca na expressdo ou produziu niveis mais baixos da citocina em comparagado
a antes da imunizac¢do. Em concordancia ao que foi apresentado no nosso estudo, a analise in
vitro de PBMC’s de ovelhas infectadas expostas a M. agalactiae permitiu observar também a
diminuicdo da expansdo de células positivas para IFN-y apds 60 dias de infecgdo [51]. A
presenca de IFN-y esta relacionada a estimulagdo de macréfagos induzindo a mecanismos

antimicrobianos, apresentacdo antigénica, maturacdo e diferenciacdo celular. Citocinas
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secretadas por células apresentadoras de antigeno, como IL-12, controlam a producédo de IFN-
v que pode ser regulada negativamente pela producéo de citocinas como IL-4. [52] Sendo assim,
pode ser secretado principalmente por linfocitos ativados, como, por exemplo, células T
auxiliares CD4 tipo 1 e inibir a proliferacdo de células Th2, assim como a producdo de IL-4
[53]. Uma vez que essa citocina pode ser regulada negativamente pela presenca de IL-4,
associada a perfil de células Th2, pode ser indicado aqui, em nosso estudo, a formag&o no inicio
de um perfil de memoria induzido pela resposta humoral nas células do grupo recombinante.
Esse perfil de resposta pode ser associado ao encontrado em estudo com camundongos
imunizados com M. agalactiae inativado emulsionado com FCA que, por sua vez, apresentaram
producdo de IgG especifica ao microrganismo com ativacdo Th2 e secre¢do de IL-4 com co-
secrecdo relativamente baixa de citocinas como IFN-y e IL-12 [29]. E importante considerar
qgue a producdo de IFN-y também pode estar associada ao desenvolvimento de células T
auxiliares do tipo 2 a partir da alternancia de isotipo de anticorpos [54,55]. Assim, 0s niveis
maiores de mMRNA de IFN-y nos tempos iniciais encontrados no grupo bacterina pode ser
relacionado a uma resposta celular inicial, mas também a resposta de perfil Th2. A identificacéo
dos niveis de IFN-y contribui para compreender o estabelecimento e desenvolvimento de ambos
perfis de resposta ao longo do tempo e a sua contribuigdo para o desenvolvimento de resposta
imune protetora.

A citocina 1L-12, sendo produto principal de células como macr6fagos, mondcitos,
neutrofilos e células dendriticas, possui papel central na inducgédo de resposta Thl. Sendo a sua
producdo fortemente induzida pela presenca de produtos microbianos, dentre seus papéis
bioldgicos, a IL-12 esta intimamente relacionada a indu¢do da producéo de IFN- vy. [56] Essa
correlacdo sinérgica foi observada no grupo recombinante que em 168 dias em comparagdo ao
controle negativo de células ndo estimuladas, apresentou aumento significativo na expressao de
MRNA de IL-12 e IFN- y. De forma similar, o aumento de ambas citocinas pode ser observado
em células mononucleares do baco de camundongos imunizados com vacina de DNA da
proteina P48 de M. agalactiae [57]. O grupo bacterina em resposta ao estimulo de ambas
proteinas, com o passar do tempo apresentou aumento na expressao de mRNA de IL-12. Em
resposta a reincidéncia na exposi¢do das proteinas recombinantes antigénicas em periodo de 2
horas de cultura, os PBMC’s caprinos imunizados, em nosso estudo, aparentemente produziram
uma resposta mais rapida com maiores niveis de expressao de IL-12. O desenvolvimento dessa
resposta rapida pode estar associado a um perfil de memaria proporcionado pela imunizagdo

com bacterina impulsionado em resposta as proteinas recombinantes (P40 e MAG_1560) aqui
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utilizadas. A resposta de células T de memoria, capazes de modular a resposta imunoldgica de
memdria, quando expostas ao antigeno, diferindo de células T naive, possuem a capacidade de
producdo imediata de citocinas associada a capacidade de recordacdo rapida para o combate de
patogenos [58]. A vacinacdo em ovinos, independente do modelo de vacinas existentes, contra
M. agalactiae € capaz de induzir resposta humoral e celular [59].

Iniciando uma resposta imune adaptativa a com especificidade de patdgenos, as
moléculas de MHC possuem como funcgéo central a apresentacdo de antigenos peptidicos que
sdo processados e apresentados a células T [60]. A classe 11 de moléculas de MHC desenvolve
papel essencial na iniciacdo de apresentacdo de antigenos a linfécitos TCD4, estando a sua
expressdo associada a células apresentadoras de antigenos (APCs), que incluem, macréfagos,
monacitos, células dendriticas e linfocitos B [61]. Apds a imunizacdo, as células mononucleares
dos grupos recombinante e bacterina, com 56 e 168 dias, respectivamente, apresentaram
aumento na expressdo de mRNA para MHC-1l comparado a células sem contato anterior com
0 antigeno (proteinas recombinantes). Células T de meméria por intermédio do reconhecimento
de antigeno através de MHC possuem a capacidade de desenvolver uma resposta de recordacéo
potente e aprimorada, sendo isto, um fator critico para imunidade a longo prazo [62]. Células
B também sdo capazes de expressar em sua superficie moléculas MHC-II, estabelecendo assim
contato com células TCD4, através do complexo peptideo-MHC-II1, que contribuem para a sua
proliferacdo e diferenciagdo [61]. O aumento da expressao da molécula sugere o
reconhecimento do sistema imune as proteinas, seja por células T ou B, que é responsavel por
sequencialmente orquestrar a resposta a ser desenvolvida. Em estudo realizado avaliando a
imuno-histoquimica de lesdes pulmonares infeccionadas por M. agalactiae e M. bovis em
cabras, foi observado aumento de células mononucleares expressando MHC classe 11, sugerindo
participacdo da sinalizacdo da apresentacdo de antigenos as células por intermédio de resposta
celular ou humoral [63]. E importante considerar que as citocinas possuem papel fundamental
regulando positivamente MHC de células como macréfagos o que contribuem para o inicio e
desenvolvimento de resposta imune, uma vez que ha o reconhecimento através dessas
moléculas do antigeno por células T [63,64].

Dessa forma, o presente estudo demonstrou que 0s grupos imunizados, com proteina
recombinante e bacterina, foram capazes de gerar elevada producdo de anticorpos durante o
periodo de 6 meses, alem de ter apresentado responsividade sorolégica de reconhecimento ao
extrato total e a porcdo de proteinas de membrana. Foi possivel constatar também

responsividade de PBMC’s ao longo do tempo ao estimulo gerado pelas proteinas, sendo
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possivel observar, principalmente o aumento na expressdo de mRNA da citocina pro-
inflamatoria IL-1p. Foi apresentada a presenga de apresentagdo antigénica e através das outras
citocinas, IFN-y e IL-12, deduzir sobre a ambiguidade do perfil de resposta presente (celular e
humoral). Entretanto, para maior elucidacdo e complementariedade da resposta formada visa-
se necessario a avaliacdo do papel de outras citocinas e outros mecanismos de resposta
estimulados. Os dados aqui apresentados apontam um caminho promissor na formulacdo de
vacina recombinante como alternativa as existentes para agalaxia contagiosa além de contribuir
para a compreensdo da imunomodulacdo para obtencdo de imunidade proporcionada por

proteinas de membrana de M. agalactiae.
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CONSIDERACOES FINAIS

A producdo de anticorpos dos animais imunizados com proteina recombinante ou
bacterina persistiu durante os 181 dias

A imunizacdo com proteinas recombinantes induziu alta producdo de anticorpos
especificos para as proteinas recombinantes (P40 e MAG_1560). O soro desses animais
imunizados foi capaz de reconhecer o extrato total e proteinas de membrana de M.

agalactiae.

As proteinas recombinantes estimulam a expressdo génica da citocina IL1-B com
aumento ao longo do tempo em ambos o0s grupos imunizados.

Houve reducdo ou auséncia da diferenca da expressdo de IFN-y dependente do tempo
do grupo recombinante e bacterina estimulado pelas proteinas recombinantes. Foi
apresentado niveis maiores, encontrados no grupo bacterina, de mMRNA de IFN-y nos
tempos iniciais.

As proteinas recombinantes sdo capazes de aumentar expressdo de IL-12 em
determinados tempos indicando o desenvolvimento de uma resposta celular.

As proteinas sdo capazes de estimular a expressdo génica de MHC-I1.

O estudo apresenta duas proteinas recombinantes (P40 e MAG_1560) capazes de
estimular o sistema imunolégico de caprinos com a producéo de anticorpos e estimulo
da resposta celular e humoral, para formulagédo de vacina de subunidade contra agalaxia
contagiosa ocasionado por M. agalactiae.
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