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RESUMO

DE SOUZA, J. C. B. Andlise e selecdo de proteinas antigénicas de Mycoplasma
bovis na busca de candidatos vacinais ou diagnoéstico. Dissertagdo (Mestrado em
Biociéncias) — Instituto Multidisciplinar de Saude, Universidade Federal da Bahia,
Vitoria da Conquista, 2023.

Mycoplasma bovis é um dos principais agentes etioldgicos em bovinos e esta presente
principalmente em infecces como mastite, doencas respiratorias e artrite. O
tratamento dessas doencas é limitado. Assim, a prevencdo demonstra ser uma
importante alternativa.Contudo, no Brasil ndo se tem dados sobre vacinas eficazes
comercializadas contra 0 M.bovis. Dessa maneira, 0 objetivo deste trabalho foi a
andlise e selecdo de proteinas conservadas em M. bovis, para a validacéo e aplicacéo
em vacinas e testeimunodiagndstico. Os proteomas foram obtidos através do banco de
dados Uniprot, seguindo da selecdo dos alvos por ferramentas de bioinformatica. As
proteinas foram avaliadas utilizando PsortB e TopCons para predicdes de regides
transmembrénicas e peptideo sinal. Foi avaliada ainda a homologia entre os dois
proteomas ndo redundantes de M. bovis disponiveis no Uniprot, através do programa
publico CD-HIT. Para a predi¢do de epitopos foi utilizado o consenso de ferramentas
dispostas no IEDB, para a predicdo de epitopos de células B, e a utilizacdo de
NETMHCcons e NETMHClIpan 3.1para as predi¢fes de epitopos de células T,
apresentados em vias de MHCI e MHCII, respectivamente. As proteinas selecionadas
por bioinformética foram entdo, clonadas e expressas em células de Escherichia coli.
Ap0s a purificacdo, as proteinas foram avaliadas quanto a antigenicidade e validadas
a partir de ensaios de dot blotting com sorode coelho sabidamente imunizados com M.
bovis. A proteina AOA0Y59Y3U4 foi preditapelo consenso entre as ferramentas de
bioinformatica, como bom alvo ao estudo. A otimizacdo da expressdo desta seguiu
com a utilizacdo de seis estirpes de E. coli. Entretanto, quatro dessas (Arctic, pLysS,
BL21 e C41) apresentou resultado significativo,sendo a C41, apresentando o melhor
rendimento. ApoOs a purificacdo, a proteina foi entdo submetida a avaliagcdo de
reatividade contra soros sabidamente infectados com M. bovis,onde a proteina reagiu
aos soros testados. Com isso, os resultados obtidos no presente estudo abrem-se
margem para avangar com o0s estudos utilizando esta proteina em etapas de
experimentacdo animal em busca de um candidato vacinal e diagndstico efetivos para

o controle dessa enfermidade.



Palavras-chave: M. bovis; imunodiagnostico; infecgdes bovinas; proteina recombinante;

vacinologia reversa.



ABSTRACT

DE SOUZA, J. C. B. Analysis and selection of antigenic proteins from Mycoplasma
bovis in the search for vaccine candidates or diagnosis. Dissertation (Master's in
Biosciences) - Multidisciplinary Institute of Health, Federal University of Bahia, Vitoria
da Conquista, 2023.

Mycoplasma bovis is one of the main etiological agents in cattle and is primarily
associated with infections such as mastitis, respiratory diseases, and arthritis. The
treatment of these diseases is limited, making prevention an important alternative.
However, in Brazil, there is a lack of data on commercially available effective vaccines
against M. bovis. Therefore, the objective of this study was to analyze and select
conserved proteins in M. bovis for validation and application in vaccines and
immunodiagnostic tests. The proteomes were obtained from the Uniprot database,
followed by target selection using bioinformatics tools. The proteins were evaluated using
PsortB and TopCons for the prediction of transmembrane regions and signal peptides.
The homology between the two non-redundant M. bovis proteomes available in Uniprot
was also assessed using the public program CD-HIT. Epitope prediction was performed
using a consensus of tools available in the IEDB for B-cell epitope prediction, and
NETMHCcons and NETMHCIIpan 3.1 for T-cell epitope prediction presented in the
context of MHCI and MHCII pathways, respectively. The proteins selected by
bioinformatics were then cloned and expressed in Escherichia coli cells. After
purification, the proteins were evaluated for antigenicity and validated through dot
blotting assays using serum from rabbits known to be immunized with M. bovis. Protein
A0A0Y59Y3U4 was predicted as a promising target by the consensus of bioinformatics
tools. The optimization of its expression was carried out using six E. coli strains, with
four of them (Arctic, pLysS, BL21, and C41) showing significant results, and C41
demonstrating the best yield. After purification, the protein was subjected to reactivity
evaluation against sera known to be infected with M. bovis, and it showed reactivity with
the tested sera. These findings open up possibilities to advance studies using this protein
in animal experimentation stages, aiming to develop effective vaccine candidates and

diagnostics for the control of this disease.

Keywords: M. bovis; immunodiagnosis; bovine infections; recombinant protein; reverse
vaccinology.
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1 INTRODUCAO

A mastite bovina € uma doenca complexa caracterizada como uma inflamagéo da
glandula mamaria, geralmente como consequéncia de agressdes fisicas, quimicas,
térmicas, mecanicas, ou ainda, e principalmente decorrentes de infeccdes microbianas
(Bramley e Dodd, 1984; Philpot e Nickerson, 1991; Tozzetti et al., 2008). Esta doenca
pode ser dividida, de acordo a sua manifestacdo como formas clinica, que aparece com
sinais evidentes (edema, hipertemia, endurecimento e dor da glandula mamaria), e
subclinica, que ndo apresenta demonstracfes evidentes no animal, mas se caracteriza por
alteracdes na composicdo do leite (Santos e Fonseca, 2007; Ribeiro et al., 2016). As
perdas na producéo de leite em casos de mastite (seja subclinica ou clinica), chegam de
10 a 15% em alguns paises, incluindo o Brasil (Manzi, 2014). Mycoplasma bovis é um
patdgeno frequente nestas infecgbes (Aebi et al. 2012, Nicholas et al. 2016, Al-Farha et
al. 2017), responsavel por surtos de alta disseminacdo, uma vez que tem facilidade de ser
transmitido no rebanho (Jasper et al., 1974; Boothby et al. 1986; Sachse et al. 1993; Aebi
etal., 2015; Piccinini et al., 2015; Haapalaa et al. 2018). No leite ordenhado de vacas com
mastite causada por M. bovis € perceptivel alteragdes como coloracdo mais escura e
aparecimento de coagulos, além da queda na secre¢do lactea (Jasper, 1982; Pretto et al.
2001; Junqueira et al., 2017).

A pneumonia e artrite também sdo patologias associadas a presenca de M. bovis e
ambas podem ocorrer em qualquer idade do gado. A pneumonia, transcorre a partir da
colonizacdo deste patdgeno no trato respiratério (Caswell et al., 2010; Slompo et al.,
2017). As manifestacdes clinicas mais frequentes sdo a febre, taquipneia, dispneia,
diminuicdo do apetite e, menos frequentemente, secrecdes nasais e tosse (Pfutzner e
Sachse, 1996; Caswel e Archambault, 2007; Maunsell et al., 2011). A infeccdo do trato
respiratdrio por M. bovis tem se tornado cada vez mais aparente nos Gltimos anos devido
ao maior reconhecimento do papel do microrganismo na pneumonia em muitas partes do
mundo (Nicholas et al., 2002; Calcutt et al., 2018) e devido a crescente resisténcia
antimicrobiana (Ayling et al., 2000; Gautier- Bouchardon et al., 2014). A artrite,
geralmente, acomete 0 animal em associagdo com outras infecgOes (Butler et al. 2000;
Gagea et al. 2006; Maunsell et al., 2011). Os sinais mais evidenciados da infeccdo sdo
comumente a artrite séptica, incluindo claudicacdo aguda com edema articular, dor e
aumento da temperatura retal para 41°C, podendo ter febre e anorexia (Adegboye et al.
1996; Wilson et al. 2007; Calcutt et al., 2018).



A ocorréncia e prevaléncia de M. bovis nos rebanhos, mostram-se conflitantes entre
os estudos, quando avaliados em localidades distintas. Em amostras de mastite clinica
bovina, Junqueira et al. (2017) detectaram ocorréncia de 3% de M. bovis nas amostras,
enquanto Manzi et al. 2018, relataram 1,4% para a espécie. Em estudos de prevaléncia,
na Franca, Arcangioli e colaboradores em 2011, ndo obtiveram resultados significativos,
com valor inferior a 1%. Entretanto, no Japdo a prevaléncia de M. bovis foi a maior
encontrada dentre as espécies de Mollicutes, com 59,7% (Higuchi et al., 2013). Al-Farha
et al., 2017 na Australia, em um estudo de prevaléncia num rebanho com 76,7% das
amostras positivas para Mycoplasma spp, relatou que destes, 6,2% testaram positivo para
M. bovis. No Brasil, séo realizados poucos estudos acerca da prevaléncia de M. bovis e
sua correlacdo com patologias bovinas (Salina, 2020). O primeiro caso observado de M.
bovis na etiologia da mastite, foi relatado por Mettifogo et al. em Londrina-PR no ano de
1996. Em 2001, Pretto e colaboradores observaram no Parana e S&o Paulo que 5,83% dos
rebanhos infectados eram acometidos por M. bovis. No ano de 2014, Tamaso et al.
Encontraram entre 4 a 20% de animais infectados pelo micoplasma no estado de Minas
Gerais. Neste cenario, a auséncia de dados atualizados é atribuida a dificuldade de
deteccdo do patogeno frente a necessidade de métodos de alto custo e complexidade tanto
para o isolamento quanto para a identificacdo do agente (Kampa et al. 2009; Manzi,
2014).

O desenvolvimento de meétodos simples e rapidos de deteccdo facilitaria o
diagnostico. Deteccdo de M. bovis das amostras clinicas pelos métodos tradicionais de
cultura é bastante demorado e muitas vezes dificultado pela contaminagdo bacteriana.
Embora a tecnologia de deteccdo da biologia molecular, como a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR e gPCR), demonstre alta sensibilidade e especificidade, trata-se de uma
técnica onerosa e dispendiosa para sua realizacdo no diagnostico clinico (Muthusamy et
al.,2018), pois requerem laboratdrios e equipamentos profissionais de diagndstico. Tais
instalacGes podem faltar na epidemia de doencas e em areas pobres, especialmente nos
paises em desenvolvimento. O uso de métodos de diagndstico no local seria atil no
controle das infecgOes bovinas (Zhao et al., 2018).

A vacinagdo é considerada a pratica preventiva mais efetiva no controle das
doencgas (Ross, 1999; Kathoon et al., 2017). Contudo, vacinas do tipo atenuada viva,
bacteriana e proteicas, testadas contra M. bovis, até 0 momento demonstram-se ineficazes
(Perez-casal, 2017). Bons alvos vacinais, as proteinas imunogénicas VspA, VspB e VspC

de M. bovis, demonstraram-se ineficazes a longo prazo por suas varia¢des antigénicas



altamente presentes nessas proteinas (Lysnyansky et al. 1999; Sachse et al. 2000).
Vacinas bacterianas testadas em vitelos, demonstrou reducdo significativa nas leses
histopatoldgicas e diminuigdo das necroses pulmonares. Entretanto, posteriormente um
nimero maior de animais vacinados em relacdo aos ndo vacinados, necessitou de
antibioticoterapia (Urbaneck et al. 2000; Nicholas et al. 2002). Vacinas atenuadas testadas
em 2014 por Zhang et al., foram observadas, que em bovinos de 5 a 6 meses de idade
houve pequena redugdo de M. bovis no grupo vacinado. Contudo, as respostas séricas de
IgG as cepas atenuadas aumentaram, em contrapartida as respostas de IgA foram
reduzindo até o fim do estudo (Feng et al. 2013; Zhang et al. 2014). Ademais, 0 modelo
de producdo destas vacinas convencionais demanda muito tempo, além de seu alto custo,
tornando-se necessaria a busca por métodos eficazes, rapidos e de baixo valor monetéario
(Chen et al. 2001; Kathoon et al., 2017).

Com o surgimento da imunoinformatica, que inclui o estudo baseado em modelos
matematicos utilizando de algoritmos para mapear o0s possiveis epitopos de célulasBe T,
diminui-se o tempo e custo requeridos em andlises priméarias do patdégeno. Usando essa
informacdo é possivel explorar os potenciais locais de ligacdo, obtendo assim, maior
precisdo ao desenvolvimento de novas vacinas (Davies e Flower, 2007; Tomar e De,
2010; Donati e Rappuoli, 2013). A vacinologia reversa, com uso da grande quantidade de
dados gendmicos e protedmicos disponiveis, permite por meio da sua traducdo, a
obtencdo de caracteristicas proteicas pelas ferramentas de bioinformatica (Ferreira e
Porco, 2008; Dellagostin et al. 2017), avaliando prioritariamente as proteinas
imunogénicas (Goodsween et al. 2014). Estas novas tecnologias tendem a substituicdo
dos modelos tradicionais. Elimina-se a necessidade de que 0s agentes sejam inicialmente
cultivados para selecdo e modificados em suas caracteristicas de viruléncia (Schatzmayr,
2003; Perez-casal, 2017). Assim, este estudo teve por objetivo, selecionar e analisar in
silico, proteinas antigénicas que tenham potencial a producdo de vacina e/ou diagnéstico
contra M. bovis. Clonar, expressar, purificar e avaliar reatividade frente a soros

sabidamente imunizados.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Mollicutes

Mollicutes sdo considerados procariotos de vida livre. Os microrganismos desta
classe possuem todos uma membrana celular desprovida de parede celular (Brown et al.,
2015), estdo contidos em uma membrana trilaminar, por esse motivo ndo coram pelo
método de Gram e apresentam morfologia pleomdrfica. Essas bactérias sdo pequenos
parasitas procariotos e estdo entre 0os microrganismos auto replicantes com os menores
genomas conhecidos (Halbedel et al., 2007). Considerados eubactérias, evoluiram de
células gram-positivas clostridium-like, por delecdo de genes, assim, esses
microrganismos perderam a maioria de suas atividades biossintéticas, necessitando de
hospedeiros para sua nutri¢cdo (Waites e Talkington, 2004).

A denominagdo Mollicutes é derivado de um adjetivo latim, mollis = macio,
maleavel, e de cutis = pele, indicando que os elementos da classe possuem um limite
celular flexivel ou maledvel. Os microrganismos dessa classe sdo das mais pequenas
bactérias conhecidas e o didmetro das células podem variar entre 300-800 nm. Sua
taxonomia pertencente ao Filo Tenericutes, inclui atualmente os géneros Mycoplasma,
Ureaplasma, Entomoplasma, Mesoplasma, Spiroplasma, Acholeplasma, Anaeroplasma
e Asteroleplasma. Possui também um género de espécies nao cultivaveis, o género
“Candidatus Phytoplasma” (Brown et al., 2015). Estes se diferem por sua nutrigdo,
caracteristicas morfoldgicas e tamanho genémico (Blachard e Browning, 2014).

2.2 Género Mycoplasma
2.2.1 Caracteristicas gerais do género Mycoplasma

Inicialmente micoplasma foi utilizado por Albert Bernhard Frank em 1889, para
designar um protoplasma infectado por fungo em ndédulos de plantas leguminosas (Krass
e Gardner, 1973). A utiliza¢do do termo “micoplasma” foi comumente aplicado durante
muitos anos a todos os elementos da classe Mollicutes, devido a auséncia de parede
celular desses microrganismos. No entanto, atualmente, este termo vem sendo utilizado
de forma mais especifica para espécies do género Mycoplasma. Quanto ao seu nome, a
derivacdo vem dos nomes gregos myces = fungo, e plasma = algo formado ou moldado.
(Brown et al., 2015)



As espécies do género possuem caracteristicas como: requerimento de colesterol ou
outros ester6is para 0 crescimento, temperatura 6tima de crescimento a 37°C,
incapacidade de realizar a hidrolise de ureia, genoma de dimenséo variando entre 580 a
2.200 pb, além de serem comensais ou patogenos de hospedeiros vertebrados. (May et
al., 2014; Brown et al., 2015).

Outras caracteristicas relevantes das espécies de Mycoplasma s&o relacionadas a
auséncia de parede celular, como o polimorfismo das células que podem ser ovoides,
esféricas, em forma de bastonete ou em forma de garrafa. Podem ainda, formar coldnias
filamentosas, com filamentos finos e ramificados. Coldnias tipicas podem apresentar
protuberancia central com a aparéncia de “ovo-frito”, ou apresentar-se com aspecto liso,
com margens lisas, irregulares ou onduladas. Possuem capacidade de crescimento em
meio solido abaixo da superficie, resisténcia a lise por lisozima, suscetibilidade a lise por
choque osmotico e outros agentes com capacidade de romper protoplastos bacterianos.
Outra caracteristica resultante da auséncia de parede celular € a resisténcia a B-lactamicos,
polimixinas, vancomicina, fosfomicina, sulfonamidas e trimetoprima. (Brown et al.,
2007; May et al., 2014)

Os micoplasmas podem ser classificados como aerobios ou anaerdbios facultativos,
havendo ainda, espécies que crescem bem em condic¢Bes de anaerobiose. Em sua maioria,
ndo possui motilidade, com excecédo de algumas espécies que se movem por deslizamento
(Brown et al., 2007). Nas espécies patogénicas os fatores de viruléncia estdo associados
com a invasao intracelular facultativa, formacdo de biofilmes e mobilidade. Ademais,
possuem ainda antigenos de superficie varidveis (Vsp) que facilitam a evaséo ao sistema
imune dos hospedeiros (Brown et al., 2015).

Estudos comparativos do gene 16S rRNA, forneceu a relacdo filogenética de
bactérias pertencentes a classe Mollicutes, com outras pertencentes a um subgrupo
especifico definido por bactérias do filo Firmicutes, isto €, microrganismos com baixos
indices de guanina e citosina (Razin et al., 1998). Na base da filogenia dessa classe estao
bactérias pertencentes aos géneros Bacillus e Lactobacillus (Woese et al., 1980; Shimkets
e Woese, 1980; Johansson e Pettersson, 2002). Mollicutes, surge por evolugéo
degenerativa de formas bacterianas mais complexas segundo estudos genéticos,
bioquimicos e morfoldgicos. Perderam ainda, capacidade metabdlica e sofreram reducao
a nivel gendmico (Woese et al., 1980).

As espécies do género Mycoplasma podem ser agrupadas em dois grandes grupos

ramificados, de acordo com sua sequéncia genéticas. Assim, o grupo hominis possui 0s



ramos filogenéticos equigenitalium, neurolyticum, hominis, synovia, lipophilum,
pulmonis, sualvi e bovis. O grupo pneumoniae contém os ramos filogenéticos
ureaplasma, pneumoniae, muris, fastidiosum e um ramo de micoplasmas Hemotrdpicos.
No caso do grupo spiroplasma sdo encontrados mais alguns micoplasmas, estando
também representado o ramo Mycoplasma mycoides. A presenca de micoplasmas no
grupo spiroplasma mostra que o género Mycoplasma ndo é um grupo monofilético
(Weisburg et al., 1989; Johansson e Pettersson, 2002).

A taxonomia de Mycoplasma segue da seguinte maneira: Dominio Bactéria, filo
Tenericutes, classe Mollicutes, ordem Mycoplasmatales, familia Mycoplasmataceae,
género Mycoplasma. Segundo o Bergey's Manual of Systematics of Archaea and
Bacteria, 0 género Mycoplasma possui 117 espécies e 4 subespécies com estatuto valido,
9 espécies Candidatus, 1 espécie incertae sedis e 4 espécies com estatuto invalido (Brown
etal., 2015).

2.3 Mycoplasma bovis
2.3.1 Caracteristicas gerais de M. bovis

Mycoplasma bovis foi isolado e identificado inicialmente em 1961, e assim, ap0s
surto de mastite bovina no estado do Connecticut dos Estados Unidos (Hale et al., 1962)
foi reconhecido como agente causador de mastite bovina. Somente em 1976 foi incluido
como um importante patégeno causador da doenca respiratéria bovina. A estirpe tipo é
denominada Donetta, PG45, ATCC 25523 ou NCTC 10131 (Freundt, 1973; Caswell;
Archambault, 2007). Inicialmente, M. bovis tinha a designacdo de Mycoplasma
agalactiae subsp. bovis devido a caracteristicas em culturas e soroldgicas entre as
espécies de Mycoplasma agalactiae e Mycoplasma bovis serem similares. Ainda em
1976, ascendeu a espécie, a partir de analise comparativa dos genomas das duas espécies,
onde por hibridagdo DNA-DNA obteve homologia de 40 % (Askaa e Erno, 1976;
Weisburg et al., 1989).

M. bovis sdo geralmente cocoides, embora possam apresentar-se de forma
filamentosa. A formacao de biofilmes, é responsavel pela persisténcia no ambiente e no
hospedeiro, além de auxiliar na cronicidade das doencas e resisténcia a antibidticos, por
serem impermeaveis aos antibioticos e & acdo dos macrofagos (Nicholas, 2011; Burki et
al., 2016). As coldnias em meio solido apresentam a morfologia de “ovo-frito” com

centros grandes, ¢ produzem “filmes e manchas”, indicando a presen¢a de atividade



lipolitica. A temperatura 6tima de crescimento é de 37 °C, podendo ser utilizada uma
atmosfera de 5 % de CO2 e agitacdo. Esta espécie é capaz de oxidar piruvato ou lactato
para a producdo de energia sob a forma de ATP, mas ndo é capaz de fermentar glicose
nem de hidrolisar arginina (Brown et al., 2015).

M. bovis € um membro da classe Mollicutes, um grupo de bactérias sem parede.
Compreende um grupo diversificado que possui 0s menores genomas de organismos
auto-replicantes (Lopes et al., 2018). M. bovis € um importante patdgeno de bovinos e
bisbes que esta associado a uma gama relativamente ampla de manifestacGes da doenca.
O tratamento da infec¢cdo por M. bovis com antimicrobianos € muitas vezes improdutivo,
exigindo diagnostico precoce e liberacdo de drogas para eficacia (Ayling et al., 2000;
Barberio et al., 2016).

2.4 Patogenicidade de M. bovis

A espécie bovina Bos taurus sao reservatdrios naturais de Mycoplasma bovis, que
é considerado causador de mastite bovina e artrite (Maeda et al., 2003; Houlihan et al.,
2007). Além disso, em menores frequéncias estdo associados a ceratoconjutivite, otite
média supurativa, meningite, abscesso, disturbios genitais: metrite, aborto, vesiculite
seminal e infertilidade (Maeda et al., 2003; Kanda et al., 2019). Ademais, M. bovis
associado a outras bactérias e virus, ainda é considerado um dos agentes etiolégicos do
complexo de doenca respiratéria bovina (BRDC), mais precisamente pneumonia e
broncopneumonia (Pfutzner e Sachse, 1996; Taylor et al., 2010).

Embora amplamente discutido como patégeno bovino, M. bovis parece estar em
uma gama mais alargada de hospedeiros, ha relatos de que foram isolados em animais
como bisdo americano, porcos, aves, cabra e até mesmo no homem (Subramaniam et al.,
1998). Contudo, a excecdo do bisdo americano, a mortalidade nas demais espécies quando
acometidos por doencas causadas pelo micoplasma sdo mais baixas que no gado bovino.
Entretanto, deve-se atentar a estes hospedeiros, pois podem funcionar como vetores de
transmissdo do microrganismo (Pfutzner e Sachse, 1996).

Infeccdes por M. bovis ndo sdo zoonoticas, embora afete bovinos em todas as suas
faixas etarias. Além disso, possui importancia econémica, visto que as patologias trazem
impactos significativos em todos os setores de gado - leiteiro, carneo e de criagdo — com
reducdo da producdo de leite, diminuigcdo do ganho de peso e morte (Pfutzner e Sachse,
1996; Nicholas e Ayling, 2008; Maunsell et al., 2011). A eliminacdo de M. bovis é



dificultada quando este se estabelece no hospedeiro (Pfutzner e Sachse, 1996; Maunsell
et al., 2011), pois ha facilidade na propagacdo podendo ser vertical ou horizontal. A
transmisséo vertical ocorre de uma vaca infectada com M. bovis para o feto, ainda pode
acontecer pela da via mamaria, colostro e/ou leite contaminados (Horwood et al., 2014).
Quando se trata da transmissdo horizontal, esta pode ocorrer de forma direta ou indireta
de um hospedeiro portador para outros animais. O microrganismo pode ser transmitido
por via direta, quando ha o contato entre aerossois e ou nariz, e ainda trato genital ou
sémen. De forma indireta, pode ocorrer por meio de dgua, ambientes contaminados e
alimentos, principalmente quando compartilhados entre o rebanho (Nicholas e Ayling,
2003; Maunsell et al., 2011). Vitelos podem ser considerados como vetor de transmisséo,
uma vez que os mesmos podem estar infectados com o microplasma sem apresentar sinais
ou manifestacdes clinicas. Podendo provocar infeccdes em geracBes futuras, assim em
portadores assintomaticos a manipulacdo desses animais € uma importante forma de
disseminar o microrganismo (Pfutzner e Sachse, 1996; Caswell e Archambault, 2007).

As patologias mais preocupantes associadas a M. bovis sdo as doencgas que atingem
0 trato respiratdrio, pois sdo as responsaveis por causar mais mortes no gado. Contudo,
do ponto de vista econdmico a mastite traz grandes prejuizos, haja vista as perdas tanto
na quantidade ordenhada do leite, quanto na qualidade do produto (Caswell et al, 2010).
Em se tratado de prevaléncia, mastites e pneumonias afetam mais animais adultos,
enguanto gado jovens e vitelos, sdo mais acometidos pela broncopneumonia e a artrite
(Jasper, 1987; Horwood et al., 2014).

2.4.1 Mastite bovina por M. bovis

A bovinocultura brasileira tem grande importancia no cenario mundial, quando se
trata da producdo leiteira, destaque na producao econémica do pais, bem como na geracao
de emprego (Embrapa, 2022). Desse modo, algumas patologias trazem grandes
preocupagOes para os produtores, a exemplo da mastite bovina, que podem gerar perdas
da producdo e gastos onerosos. A mastite € um processo inflamatorio da glandula
mamaria, podendo o animal ser acometido por vias de origem fisioldgica e/ou metabolica,
traumas e infeccbes. Embora seja uma doenca de carater multifatorial por envolver
diversos patdgenos, bem como o ambiente e os cuidados com o gado, estima-se que 90%
seja causadas por origem bacteriana, principalmente, a mastite contagiosa. (Lopes et al.,
2018; Oliveira et al., 2016; Coser et al., 2012; Neto et al., 2011). Esta doenca pode ser



dividida, de acordo a sua manifestacdo em forma clinica e subclinica (Santos e Fonseca,
2007; Ribeiro et al., 2016).

A etiologia da mastite bovina, é representada por varios agentes contagiosos, a nivel
mundial os principais sdo: Mycoplasma bovis, Corynebacterium bovis, Staphylococcus
aureus e Streptococcus agalactiae (Lagoni et al., 1998; Jayarao et al., 2004). Espécies do
género micoplasma, estdo mundialmente distribuidas, e assim, presentes como patdgenos
causadores de doencas bovinas, a exemplo da mastite em vacas lactantes (Quinn et al.,
2005). Embora, mastite ocasionada por microrganismos do género sejam relativamente
comuns em rebanhos leiteiros, no Brasil este patdgeno ainda é subestimado (Nicholas e
Ayling., 2003; Quinn et al., 2005). Apesar de varias espécies de micoplasma terem sido
isoladas em casos de surtos de mastite bovina. A mastite por M. bovis passou a ser
considerada como uma importante doenca emergente do gado recentemente, isso pelo
aumento da sua prevaléncia em rebanhos bovinos em varios paises e as perdas
econOmicas significativas nas fazendas leiteiras (Gelgie et al., 2022). Atualmente, M.
bovis é considerado o patdgeno da mastite de maior importancia, principalmente por
acarretar uma maior patogenicidade, serem considerados como altamente contagiosos e
causadores de maior incidéncia de infec¢des em rebanhos (Bushnell, 1984; Quinn et al.,
2005).

Quando causada por M. bovis, a mastite apresenta sinais clinicos incluindo o
aumento de casos que ndo respondem ao tratamento. Além disso, apresentam agalaxia
podendo afetar mais de um quarto mamario. Uma das maiores dificuldades encontradas
¢ a possibilidade de o animal apresentar-se saudavel, ainda que esteja contaminado com
mastite grave (Pretto et al., 2001). Alguns sinais clinicos menos comuns podem ainda
serem observados, como a claudicacao, associacdo a poliatrite, edemas apresentados em
membros anteriores e emagrecimento (Wilson et al., 2007). Um animal positivo para
mastite causada por M. bovis, pode ser o responsavel pela disseminacdo e
desencadeamento de episddios de infeccbes, mesmo em lotes que estejam livres do
patégeno (Punyapornwithaya et al., 2011). Ademais, a introducgdo do agente em rebanhos
livres, se da pelo comercio e aquisi¢do de novilhas e bezerros que clinicamente podem
apresentar-se saudaveis, sendo portadores sadios de M. bovis. Assim, a maior dificuldade
encontrada € que uma vez introduzido o patdgeno no rebanho, torna-se dificil a sua
erradicacdo (Gourlay et al., 1989).

Ainda, quando ocasionada por M. bovis, responde mal aos tratamentos sejam eles

sistémico ou intramamario. Vacas com mastite clinica causada pelo micoplasma muitas



vezes e resistente a antibioticoterapia. Mesmo ap0s se curarem espontaneamente ou terem
seus testes negativados, muitas vezes permanecem com ocorréncias esporadicas na forma
subclinica da doenga, assim devem ser consideradas infectadas continuamente (Maunsell
etal., 2011).

2.4.2 Papel do M. bovis no Complexo de Doenca Respiratoria Bovina

O complexo de doenca respiratdria bovina possui papel importante devido as altas
taxas de morbidade no rebanho. Além disso, configura-se como um dos principais fatores
que influenciam a reducédo da produtividade dos rebanhos bovinos leiteiros, sobretudo os
de manejo intenso em sistema de confinamento (Snowder et al., 2006). A maioria das
vezes em que o animal é acometido por doencas respiratorias bovinas (BRD) sdo em
resposta ao desequilibrio entre o sistema imune do animal e os desafios de
manejo/ambientais, aos quais 0s bovinos estdo submetidos. Alteracdo abrupta da dieta,
condicGes climéticas desfavoraveis, estresse pela superlotacdo, animais com diferencas
na idade e perfis imunoldgicos no mesmo loteamento, o transporte ou mudanca de
ambientes s&o alguns desses fatores, (Svensson e Liberg, 2006).

A doenca respiratdria bovina é considerada entdo, uma sindrome multifatorial e
multietiologica e, sdo responsaveis por causar grandes prejuizos econdmicos a
agropecuéria devido os elevados indices de morbidade dos animais quando acometidos
pela doenga. Acredita-se que a baixa resposta a tratamentos, sejam responsaveis pelo
aumento da letalidade em vacas lactantes acometidas pela BRD. Outro fator que
influencia o processo € a falta de diagndstico precoce e a presenca de casos cronicos que
dificultam o estabelecimento de cura desses animais (Snowder et al., 2006; Panciera e
Confer, 2010).

M. bovis é responsavel pelo acometimento do gado ocasionando muitas doengas e
sinais clinicos, incluindo a broncopneumonia. Ainda, o microrganismo é relatado como
agente etiologico em BRD, responsavel por perdas econémicas consideraveis (Nicholas
e Ayling, 2003; Dudek e Bednarek, 2012). O quadro clinico de doengas respiratorias
causadas por M. bovis, comumente ndo é caracteristico e ndo difere de outras
sintomatologias causadas por infecgdes por outros microrganismos, principalmente em
casos de coinfec¢des (Ridley e Hateley, 2018).

A pneumonia relacionada ao M. bovis pode acometer animais de qualquer faixa

etaria, afetando bovinos de corte, bem como de producédo leiteira, sobretudo apds a



chegada ao confinamento. As sintomatologias clinicas séo especificas e incluem reducéo
do apetite e assim, diminui¢cdo no ganho de peso, febre, taquipneia, dispneia, podendo
apresentar corrimento nasal (Stipkovits et al., 2011). Os animais acometidos pela
pneumonia cronica por M. bovis podem ainda, apresentar concomitantemente casos de
artrite, otite média, ou ambos (Caswell e Archambault, 1996).

M. bovis pode ser isolado a partir de tecidos pulmonares de bovinos, mesmo que
esses se apresentem sem lesGes. Assim, a sua presenca em pulmdes com pneumonia
precisa de interpretacdo associada com a histopatologia e outros achados clinicos
(Maunsell et al., 2011). O pulmao afetado pode ser observado macroscopicamente,
contendo varios focos de necrose com material caseoso amarelo em seu interior. A
pneumonia por M. bovis pode ser determinada como subaguda e até mesmo denominada
como broncopneumonia crénica que geralmente é necrosante (Caswell e Archambault,
1996).

2.4.3 Doencas bovinas menos frequentes relacionadas ao M. bovis

Animais de qualquer idade podem apresentar artrite relacionada ao M. bovis. Os
casos possuem menor frequéncia e em sua maioria estdo relacionados com outras
infeccbes como a mastite e/ou pneumonia, embora exista relatos de surtos de artrite por
M. bovis sendo esta infeccdo predominante em bezerros e vacas leiteiras (Stipkovits et
al.,, 2011). As indicacbes sdo tipicas de artrite séptica: inchaco das articulacdes,
claudicacdo aguda, dor a palpacdo, aumento da temperatura retal para 41°C, podendo
ainda apresentarem febre e anorexia (Adegboye et al., 1996; Calcutt et al., 2018).

A otite média em sua forma branda, os animais permanecem com bom apetite e em
alerta. Entretanto, com a evolucdo do quadro, o gado pode apresentar-se febril e com
sinais de anorexia. Os sinais clinicos para a infeccdo sdo dores de ouvido percebido pelo
balancgo excessivo da cabeca e a infecdo do nervo craniano com a existéncia de pruridos
intensos. Otite média por M. bovis pode acometer bezerras leiteiras de forma esporadica
ou ainda em surtos no rebanho em animais confinados. M. bovis pode ainda causar ceratite
uni ou bilateral, rompimento do timpano, causando descarga purulenta (Francoz et al.,
2004; Lamm et al., 2004).

Existem outras doengas bovinas que sdo menos frequentes relacionadas ao M. bovis,
assim os estudos relacionando o0 microrganismo e essas patologias sdo escassos. Muitas

dessas infeccbes sdo raramente encontradas quando ha a presenca do microrganismo.



Abcessos por decubito, aparecem sobre os tetos e articulagcdes, mas foram encontrados e
relatados em apenas 50 bezerros (Kinde et al., 1993). Para doencas cardiacas, sdo
relatadas a presenca de M. bovis em 4 bezerros de um total de 92 que morreram por
miocardite (Haines et al., 2004). Outras patologias bovinas podem estar associadas a
outras doencgas, a meningite pode se relacionar com os sinais clinicos da artrite grave e
complicagdes da otite. A ceratoconjutivite e os distlrbios reprodutivos, embora tenha
isolado M. bovis nessas infeccGes, ndo se tem estudos que corroboram para confirmar que

se tenha um papel importante nessas doencas (Pfutzner e Sachse, 1996).

2.5 Diagnodstico de M. bovis

M. bovis ndo causam sintomas e lesdes especificas do agente em animais infectados,
dessa forma o diagnostico laboratorial é imprescindivel para a caracterizagdo na etiologia
da doenca (Thomas et al., 2002). O diagndstico pode ser realizado com o animal ante
mortem ou post mortem. Com o animal ainda vivo, as amostras mais comuns sao as de
swab nasal e nasofaringeo e os lavados broncoalveolar e transtraqueal. Ademais, em
animais post mortem as amostras normalmente sdo de ganglios e tecidos pulmonares,
embora, amostras da mama, baco, peritonio, rim e figado também sejam utilizadas para
analises (Doyle et al., 2017).

Na rotina clinica o diagnéstico padrdo ouro na deteccdo de micoplasmas é o
isolamento em cultura. Entretanto, a utilizagdo de sangue para a detecgé@o de anticorpos e
a identificacdo molecular podem ser realizados pelo método soroldgico ELISA (enzyme-
linked immunosorbent assay) e/ou PCR (do inglés polymerase chain reaction). O método
escolhido é determinado pelo tipo de amostra a ser analisado (Sibila et al., 2008; Dudek
et al., 2020).

2.5.1 Cultivo

O diagnostico de infecgdes por micoplasmas é dificultado no isolamento do agente
por uma série de exigéncias destes microrganismos no crescimento de cada espécie.
Embora existam meios distintos para a deteccdo e o isolamento de micoplasmas, um fator
limitante € que esses microrganismos apresentam crescimento lento no meio de cultura
podendo levar até 10 dias em média. As bactérias desse género sao fastidiosas, com isso,
nos primeiros dias de incubacgao pode ocorrer contaminagao das culturas pelo crescimento

de outros microrganismos menos exigentes. Dessa maneira, pode ser impossibilitado a



identificacdo das espécies de micoplasmas das amostras, aumentando ainda a
possibilidade de resultados falsos-negativos (Freundt, 1983; Clothier et al., 2010).

Ademais, o cultivo microbioldgico ndo favorece a diferenciacdo das espécies, dessa
forma, s@o necessarios testes complementares para a identificacdo das mesmas. Deve-se
ser considerado principalmente pelo fato de haver coinfeccdo com mais espécies de
micoplasmas. Assim, a implementacdo de um método diagnéstico que seja capaz de
detectar de forma mais rapida e eficiente as espécies tornam-se importantes (Clothier et
al., 2010; Al-Farha et al., 2017). Contudo, o0 método de cultivo além de padréo ouro,
fornece as suas vantagens, relacionadas a alta especificidade e sensibilidade, além de
possibilitar a identificacdo de varios micoplasmas e isso inclui novas espécies em uma
mesma amostra. O isolamento bacteriano possui importancia devido a obtengdo de
microrganismos viaveis, propiciando a definicdo de gendtipos e fenotipos dos isolados
(Sachse et al., 1993; Caswell et al., 2010; Nicholas, 2011).

Testes bioguimicos sdo utilizados como complementos na identificacdo dos
microrganismos em cultura. Entretanto, é imprescindivel uma cultura pura em fase
logaritmica de crescimento. Frequentemente, os testes bioquimicos usados sdo: Hidrolise
da arginina, reducdo do tetrazdlio, fermentacdo da glicose e produgdo de “Film and
Spots”. Para as espécies de Mycoplasma bovis e Mycoplasma agalactiae testes
fenotipicos sdo inviaveis, vez que as espécies possuem muitas semelhancas, assim a
diferenciacdo destas sé podem ser confirmadas apds testes moleculares, sendo a PCR
geralmente utilizado por se tratar de um método mais seguro (Sachse et al., 1993; Brown
et al., 2007).

2.5.2 Método soroldgico

Métodos soroldgicos para identificacdo de M. bovis, como: hemaglutinacdo indireta
e imunoblotting (Nicholas et al., 2009; Rifatbegovic et al., 2009) sdo descritos na
literatura como possiveis testes ao diagndstico do microrganismo em infecc¢Ges bovinas.
Contudo, trata-se de testes de execucdo mais complexa, dessa forma, acabam sendo
menos difundido. O método de ELISA se sobressai a estes, por se tratar de um diagnostico
especifico, sensivel e répido, além de ndo necessitar muita manipulacdo da amostra
evitando contaminacdo e/ou perda das mesmas. Além de poderem ser aplicadas quando
se tem quantidade elevada de amostras (Nicholas et al., 2016; Doyle et al., 2017).



A deteccdo do patogeno pode ser feita quando ocorre a soroconversdo, dessa forma,
ndo é possivel que sejam detectados durante o periodo de incubacdo. Assim, a detecgdo
de anticorpos (Sandwich ELISA) pode ser feita entre 10 e 14 dias ap0s a infec¢éo, sendo
possivel a utilizacdo de soros tanto do leite, quanto de sangue, sendo essa também uma
desvantagem do meétodo. O ELISA indireto, ou conhecido como ELISA de captura de
antigeno, possui desvantagem, pois neste pode ocorrer reagdo cruzada entre antigenos de
M. agalactiae e M. bovis. Entretanto, possui vantagem de ser aplicado em outras amostras
que ndo somente o soro do animal. Assim, o0 método ELISA amplia a sua utilidade para
a triagem de animais suspeitos a nivel de exploracdo, favorecendo o comercio de
importacOes e exportagdes (Sachse et al., 1993; Nicholas, 2011; Nicholas et al., 2016).

Detectar anticorpos contra M. bovis em soro de bovinos, é uma das formas mais
confiaveis de diagnosticar uma infecdo causada pelo patégeno, pois os niveis de
anticorpos no soro permanecem altos durante varios meses, podendo ser assim detectados
nos testes pelo método de ELISA (Gevaert, 2006). Esse método torna-se importante
principalmente, em casos de investigagdo, ou quando 0s animais estdo em uso de
antibidtico por longos periodos, o que dificulta o isolamento do agente, ademais, ainda
podendo ser vantajosos em casos de infecgbes crbnicas, vez que o isolamento é
dificultado (Nicholas, 1997). Animais que apresentam M. bovis em suas vias aéreas
anteriores, raramente ha a soroconversao, assim, a presenca de anticorpos especificos

indica infec¢do no animal (Nicholas & Ayling, 2003).

2.5.3 Métodos moleculares

Os métodos de deteccdo do patégeno partindo da biologia molecular (DNA e RNA)
ganha espacos consideraveis na identificacdo de M. bovis em amostras bovinas. A reagdo
em cadeia da polimerase (PCR) e a PCR quantitativa em tempo real (qPCR), demonstram
serem sensiveis e altamente especificas nos estudos de diagndstico. Entretanto, trata-se
de técnicas onerosas e dispendiosas para o diagnostico clinico, tanto em materiais
utilizados, quanto em méo de obra especializadas (Muthusamy et al., 2018; Zhao et al.,
2018). A gPCR € uma ferramenta molecular que tem expandido a sua utilizacdo nos
campos de pesquisa. Embora o seu processo seja similar ao de uma PCR convencional,
esta permite a identificacdo e quantificacdo do DNA do patdégeno quando ainda é
amplificado, otimizando o processo, com o uso de compostos fluorescentes que emitem

sinais no momento da amplificagdo do DNA durante os ciclos (Oliveira, 2010).



A deteccédo de M. bovis em rebanhos bovinos utilizando a gPCR permite que haja
0 processamento de varias amostras em poucas horas. Além disso, a técnica possibilita
especificidade aumentada com a utilizacdo de sondas com sequencias especificas de
genes alvos relativos ao patdgeno. Sequencias que sdo altamente conservadas em M.
bovis, dessa forma permitem que o DNA seja quantificado até mesmo em baixas
concentragfes na amostra (Clothier et al., 2010; Sachse et al., 2010). A gPCR é bastante
utilizada em pesquisas desse agente utilizando amostras de leite (Cai et al., 2005; Rosseti
et al., 2010; Sachse et al., 2010), o teste fornece resultados satisfatorios quanto a
identificacdo dos microrganismos, com alta sensibilidade de deteccdo (Behera et al.,
2018).

A PCR quando comparado ao método diagndstico de cultura, ndo avalia a
viabilidade do microrganismo, vez que sua analise é feita sob a presenca de acidos
nucleicos. Por se tratar de uma bactéria fastidiosa torna o processo de cultura custoso,
assim, a PCR obtém vantagem por permitir que M. bovis seja detectado diretamente nas
amostras biol6gicas, de forma rapida, facilitando o controle em animais principalmente
em estados cronicos ou subclinicos da doencga. Além de possuir grande sensibilidade,
especificidade, reprodutibilidade, rapidez na obtencdo de resultados e capacidade de
analise de muitas amostras em simultaneo (Sachse et al., 1993; Gonzélez et al., 1995).

Por PCR é também possivel a confirmacéo da identificacdo de um isolado como M.
bovis, assim, o método molecular tem tido um papel fundamental no diagndstico
laboratorial do microrganismo. Na PCR pode-se analisar qualquer amostra bioldgica o
que facilita o processo de diagnostico. Contudo, é necesséario alguns cuidados na
preparacdo das amostras para analise, afim de diminuir a possibilidade de resultados
falsos negativos ou falsos positivos. Todo o processo de preparacdo das amostras requer
cuidados, pois as fontes de contaminacao estdo em todo o processo: Pipetas, reagentes,
superficies, luvas, podem ser origens de contaminagdo e ocasionar resultados falsos
positivos. A divisdo entre os espacos de preparacdo de mix e adicdo do DNA, incluir
controles (positivos e negativos) na reagdo, garantem maior seguranga aos resultados,
bem como favorece a validacdo do mesmo (Hoorfar et al., 2004).

Uma das maiores dificuldades do diagnostico de M. bovis, é a sua semelhanga com
0 M. agalactiae, com isso ha PCR convencionais que minimizam esse processo. M bovis
possui como alvo o gene 16S rRNA e este se diferencia em oito posi¢des de nucleotideos
com o de M. agalactiae, com isso os primers utilizados nessa reacéo séo desenhados com

base nestas diferengas. O isolamento de M. agalactiae em bovinos é raro e, por este



motivo, o primer Mbo-PCR implementado pode ser aplicado ao diagnostico de M. bovis
(Gonzélez et al., 1995).

2.6 Tratamento, controle e prevencao

O tratamento de bovinos acometidos pelo M. bovis, é bastante limitado, as mastites
causadas pelo agente apresentam em sua maioria quadros crénicos da doenca, além de
ndo serem responsivas ao tratamento. Antimicrobianos da classe dos B-lactdmicos a
exemplo das penicilinas, cefalosporinas possuem modo de agéo contra a parede celular,
dessa forma, ndao possuem eficacia contra M. bovis. Ademais, em estudos realizados in
vitro, tem-se percebido uma crescente resisténcia na Europa para alguns macrolideos e
tetraciclinas. Ainda, alguns isolados do agente tém demonstrado resisténcia a maioria dos
antimicrobianos disponiveis e recomendados para o tratamento contra 0 M. bovis em
bovinos (Ayling et al., 2014; Sulyok et al., 2014; Szacawa et al., 2014). O agente, além
de demonstrar diminuicdo em sua suscetibilidade as fluoroquinolonas, estas tem
apresentado inseguranca em sua recomendacgédo para uso, principalmente em animais de
consumo humano (Ayling et al., 2000; Froyman e Perzo, 2005; Klein et al., 2019).

Devido a predisposicdo para o crescimento da resisténcia antimicrobiana em
isolados de M. bovis. Torna-se importante estabelecer métodos consistentes e efetivos na
erradicacdo das infeccbes pelo patdgeno. Impedir a disseminacdo do microrganismo em
rebanhos ndo é fécil por se tratar de uma bactéria altamente contagiosa e de facil
transmissdo, com isso, em rebanhos saudaveis optar por rastreios utilizando testes
soroldgicos, podem garantir maior eficiéncia em manter este rebanho livre do
microrganismo. Esse tipo de rastreio esta em vigor na Irlanda, e por mais que nao se possa
afirmar que o rebanho nacional esteja livre de M. bovis, o controle esta sendo efetivo na
diminui¢do dos casos (O’Farrell et al., 2001; Lysnyansky et al., 2017).

A Nova Zelandia, um dos ultimos paises a detectar M. bovis em seus rebanhos,
assume um plano de controle e erradicagdo mais drésticos, vez que no pais a deciséo e
por abater bovinos acometidos pelo patdgeno. Além da notificacao por parte das fazendas
quando estiverem com rebanhos infectados, de acordo com o Grupo Consultivo Técnico
em 2019, essa medida ainda que seja desafiadora, no pais tem sido viavel devido ao alto
nimero de fazendas infectadas rastreadas posteriormente. A detecgdo nas fazendas
infectadas tem sido facilitada com o uso dos diagnosticos moleculares e soroldgicos em
concomitancia (Dudek et al., 2020). Assim, os protocolos de controle de M. bovis,

deveriam inserir monitoramento regular, com avalia¢do dos tanques de leite e triagem



longitudinal de animais jovens em rebanhos, diminuindo assim a possibilidade de
infeccGes como mastite e pneumonia (Vahanillila et al., 2019).

A sanitizacdo é uma outra forma de potencializar a prevencao de infecgdes por M.
bovis. Embora ndo sejam comuns estudos sendo realizados com a agédo de desinfetantes
na inativacdo de M. bovis, uma higienizacao eficaz em fazendas de rebanhos bovinos,
limpeza e manutencdo dos equipamentos utilizados na ordenha, higienizagdo correta da
mé&o de obra, como a lavagem e assepsia das maos entre a ordenha dos animais tendem a
diminuir a proliferacdo e disseminacdo do patdgeno (Rodrigues, 2019). Estudos mais
recentes observaram que a utilizacdo de hipoclorito de sodio e acido citrico quando na
presenca de material organico (1% e 0,5%, respectivamente) e na auséncia de material
organico (0,04% e 0,25%, respectivamente) apresentou uma reducéo na viabilidade de M.
bovis (Mahdizadeh et al., 2020). Ademais, pesquisas relacionadas a higienizacao pré e
pos ordenha, além da imersédo dos tetos dos animais em solucGes antisséptica demonstram
atividade germicida contra o microrganismo, sendo a utilizacdo de iodo um dos mais
eficientes para utilizagéo (Boddie et al., 2002).

Com as dificuldades encontradas na erradicacao do agente e a crescente resisténcia
aos antimicrobianos por parte de algumas cepas de M. bovis, a forma de tentar frear a
disseminacdo do patégeno seria a prevencao, sendo a vacina¢do uma das estratégias mais
eficazes no controle de doencas atualmente (Dudek et al., 2019; Klein et al., 2019).
Entretanto, mesmo com o aumento das pesquisas que demonstrem interesse no controle
das doencas bovinas, o agente ainda € problematico devido a falta de uma vacina
comercial eficaz. M. bovis, possui cepas que apresentam variacOes antigénicas de
superficie, dessa forma, conseguem evadir do sistema imunoldgico do hospedeiro, assim,
potencializa-se as dificuldades em desenvolver uma vacina que confira protecdo aos
rebanhos bovinos contra as variantes existentes (Mettifogo e Tamaso, 2013).

Ademais, mesmo com o aumento dos estudos realizados usando vacinas
experimentais, poucos paises possuem vacinas comerciais, a exemplo dos Estados
Unidos, que possui vacinas baseadas em bacterinas que tem sido utilizadas na prevencao
de doencas respiratorias em novilhas. Entretanto, a eficacia dessas vacinas em uso néo é
totalmente satisfatdria, principalmente por ndo possuir dados suficientes para avaliar a
imunogenicidade e protecdo que confere ao hospedeiro (Soehnlen et al., 2012; Nicholas
et al., 2016). Alguns outros paises restringem-se a utilizacdo até 0 momento de vacinas

autégenas, mas buscando o desenvolvimento de uma vacina comercial que consiga



ampliar o controle das infecgdes causadas por M. bovis (Nicholas et al., 2002; Klein et
al., 2017). O Brasil até 0 momento ndo apresenta vacina comercial contra o patdégeno.

Em 2002, Nicholas e colaboradores observaram em estudos experimentais eficacia
da vacinacdo contra a progressdo de pneumonia em novilhas. Apds o desafio com M.
bovis, avaliaram que houve diminuicdo dos sinais clinicos, bem como da disseminacao
do patdgeno para outros 6rgdos internos. Contudo, em vacas acometidas pela mastite, o
controle é feito pela segregacdo ou descarte dos animais infectados, afastando a
possibilidade de disseminacdo da doenca para animais que estejam saudaveis (Nicholas
et al., 2016). Assim, a vacinacdo dos animais possibilita reduzir os casos de mastite por
M. bovis, a medida que a resposta imune destes aumenta (Boothby et al., 1988).

As vacinas do tipo inativadas, sdo comumente as mais utilizadas em estudos
experimentais na protecdo de infec¢bes causadas por M. bovis. Contudo, esse tipo de
vacina possui desvantagens por se tratar de uma metodologia onerosa e dispendiosa.
Além disso, possui facilidade de mutacGes das proteinas nas cepas utilizadas durante a
cultura. Entretanto, essas desvantagens tendem a serem minimizadas com os estudos
recentes utilizando a anéalise proteébmica, vez que estas demonstram ndo terem alteracGes
nas principais proteinas de membranas e antigenos, apds os estudos in vitro. Além disso,
0s custos de producdo de tais vacinas inativadas possuem uma reducdo significativa
(Wang et al., 2020).

Estudos com vacina bacterina, avaliando a protecéo contra o patdgeno apds desafio
intratraqueal com cepas de M. bovis em bezerros, demonstra reducdo significativa da
doenca clinica de doencas respiratrias. Além disso, observou estimulo eficaz na
producdo de anticorpos anti-M. bovis, permanecendo em niveis superiores aos controles
até o fim do estudo. A vacina ainda foi eficaz no estimulo da imunidade de mucosas nos
bezerros vacinados (Dudek et al., 2016). Outra vacina bacterina testada contra uma cepa
heter6loga de M. bovis, obteve resultados semelhantes aos de Dudek e colaboradores,
(2016) obtendo resposta humoral em bezerros duas semanas apés a vacinacao e producao
de anticorpos que permaneceram até o final do estudo. Contudo, a vacina nao foi
reproduzida comercialmente (Nicholas et al., 2002).

Vacinas de subunidades também foram testadas, com base em antigenos de M.
bovis como extrato de células inteiras, proteinas recombinantes e fragdes de membrana
do microrganismo. Foi observado resposta humoral elevada aos antigenos, entretanto,
apesar de estimular a expressdo de citocinas IL-17 e a proliferagdo de células

mononucleares do sangue periférico (PBMC), ndo houve protecdo dos bezerros contra



infeccbes ocasionadas por M. bovis e contra a sua colonizagdo pulmonar (Prysliak e
Perez-Casal, 2016; Prysliak et al., 2018). Um outro modelo de vacina de subunidade
testada, envolveu a combinacdo de extratos e gliceraldeido-3-fosfato de M. bovis.
Entretanto, ndo foi observado respostas mediadas por células de memoria. Mesmo com
resposta humoral observada pelas respostas sericas, ndo houve prote¢édo contra o desafio
e as respostas celulares também nédo foram suficientes. Em alguns casos houve o aumento
da doenca, com base em sinais clinicos pulmonares, representativos de infeccbes por M.
bovis (Prysliak et al., 2013).

Estudos com cepas de M. bovis isolada na China, foram realizados com a producéo
de vacina atenuada viva visando a prevengdo de casos de pneumonia relacionada ao
micoplasma. Houve reducdo dos sinais clinicos observados em bezerros imunizados,
sendo a protecdo contra a perda de peso mais evidente. Contudo, foram isolados M. bovis
na mesma proporc¢ao entre vacinados e nao vacinados. Além disso, a resposta humoral foi
percebida ap6s 7 dias da vacinacdo, com duragdo curta em pouco mais de um més. A
vacina ndo protegeu o hospedeiro contra a disseminacdo do patdgeno, além de nédo
estimular a imunidade de mucosas (Zhang et al., 2014).

Vacina recombinante utilizando um modelo de coinfec¢do BHV-1/M. bovis visando
a protecdo contra a pneumonia cronica e a sindrome da poliartrite também foi testada em
bovinos confinados. Embora o estudo tenha demonstrado boas respostas de Th1/Th2 a
alguns antigenos de M. bovis, ndo foi observado reducdo das lesGes pulmonares
especificas do microrganismo comparando ao controle, mesmo com a vacina¢do houve
um aumento significativo na disseminacdo de M. bovis nos hospedeiros e parece ter
estimulado a doenca o que ocasionou mortes em bovinos apds serem desafiados (Prysliak
e Perez-Casal, 2016; Prysliak et al., 2017).



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Analisar e selecionar proteinas antigénicas que sejam potenciais a producgdo de
vacinas ou diagnostico para Mycoplasma bovis.

3.2 Objetivos especificos

¢ Identificar proteinas de membrana e extracelulares presentes no proteoma de M.
bovis.

e Selecionar, dentre as proteinas de membrana e extracelulares, as proteinas
imunodominantes.

e Caracterizar com base nos pardmetros de antigenicidade, alergenicidade e
caracteristicas fisico-quimicas os melhores alvos potenciais a vacinagao contra M. bovis.

e Clonar e purificar proteinas recombinantes utilizando Escherichia coli como
sistema hetero6logo.

e Auvaliar a reatividade de proteinas recombinante.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Analises de Bioinforméatica

4.1.1 Obtencédo dos proteomas

Os proteomas das cepas de M. bovis foram obtidos usando o Universal Protein
Resource - UniProt (www.uniprot.org/). As cepas utilizadas no presente estudo foram M.
bovis CQ-W70 (ID UP000027182 e M. bovis (ID UP000233776), sendo essas duas

classificadas como ndo redundantes.

4.1.2 Predicéo de localizacdo subcelular e estrutura secundéaria

Com o intuito de obter proteinas transmembranicas e extracelulares, as sequéncias
proteicas selecionadas foram submetidas a predicdo de localizacdo subcelular no web-
software PSORTb versdo 3.0.2 (http://www.psort.org/psortb/), utilizando as
configurac@es sugeridas para Mycoplasma spp, sendo assim, considerado gram negativo
sem membrana extracelular. A fim de identificar topologia de membrana combinado a
previsdo de peptideo sinal, foi utilizado o servidor TOPCons (http://topcons.cbr.su.se).
Proteinas preditas como membranares pelo PSORTb com quantidade inferior ou igual a
quatro regides transmembranicas de acordo a previsao pelo TOPCons e proteinas preditas
como extracelulares pelo PSORTb com previsao de peptideo sinal pelo TOPCons, foram
selecionadas para procedéncia do estudo.

4.1.3 Agrupamento de proteinas semelhantes
Com a finalidade de excluir as sequéncias diferentes entre os dois proteomas de

interesse, foi realizada uma analise de agrupamento entre as proteinas selecionadas nas

analises anteriores usando o web-software CD-HIT Suite (http://weizhong-

lab.ucsd.edu/cdhit_suite/cgi-bin/index.cgi). As sequéncias que apresentaram um nivel de

identidade maior que 80% foram escolhidas para continuidade da pesquisa.

4.1.4 Predicdo de Epitopos de células B lineares


http://weizhong-/

A predicdo de epitopos de células B foi feita em programa pablico online Immune
Epitope Database — IEDB (http://www.iedb.org/), no qual foi realizado um consenso entre
a ferramenta Bepipred e os modelos baseados nos parametros de hidrofilicidade (Parker;
Guo; Hodges, 1986), flexibilidade (Karplus; Schulz, 1985), acessibilidade (Emini et al,
1985) e regides de beta-turn (Chou; Fasman, 1978). Para todas as ferramentas foi utilizada
uma janela de sete aminoacidos e um ponto de corte de 0,8 para o Bepipred e 1,0 para os

demais.

4.1.5 Predicdo de epitopos de células T

As proteinas que apresentaram epitopos de células B consensuais a todas as
ferramentas do IEDB, seguiram para predicdo de epitopos de células T. As proteinas de
membrana foram analisadas pelo web-server NetMHClIpan 3.2
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHClIpan/), utilizando uma janela de 15
aminoacidos e ponto de corte padrdo. As proteinas extracelulares foram analisadas
utilizando  NetMHCcons 1.1  (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHCcons/),
configurado para uma janela de 9 aminoacidos e ponto de corte padrdo. Os alelos
utilizados para as predicdes de epitopos de MHC classes | e Il foram obtidos de acordo
as informacodes inseridas no Immuno Polymorphism Data-base
(https://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/group/BoLA) para o BoLA, onde os cinco alelos bovinos
mais prevalentes de cada um dos cinco genes (BolA-1, BolA-2, BolA-3, BolA-6 e BolA-
NC1) MHCI e os genes (DRB3, DQA e DQB) para MHCII foram selecionados e
utilizados para predigdo. A sequéncia fasta dos alelos foi utilizada para predigdo pelo
NetMHC 11, no qual, estas foram submetidas uma por vez para DRB3, enquanto, para
DQA e DQB foram realizados uma combinacdo de forma que todos os alelos fossem
arranjados entre os genes (figura 1). Para o ponto de corte, foi calculado o percentil da
afinidade de ligacéo dada pelo web server, em que ligagdes com percentil menor que 0,5

foram consideradas de ligacdo forte e entre 0,5 e 2,0, foram consideradas ligagdes fracas.
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Figura 1. Proteinas preditas como proteina de membrana, submetidas ao NETMHC Il afim de prever as
ligacBes dos peptideos ao MHC de classe dois. Em A os alelos foram combinados ao gene DQA como

pardmetro e em B, a combinag&o foi realizada com o gene DQB.

4.1.6 Predicdo de antigenicidade

Apds as predicdes de epitopos células T, as proteinas que apresentaram maior
promiscuidade passaram pela predicdo de antigenicidade pelo programa VaxiJen 2.0
(http://www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html), com configuracdo de

treshold de 0.4, sendo utilizado como ultimo filtro para a selecdo dos alvos.
4.1.7 Predicdo de caracteristicas fisico-quimicas, estruturais e de patogenicidade
A fim de conhecer a patogenicidade das proteinas selecionadas, foi utilizado o

programa publico online denominado MP3

(http://metagenomics.iiserb.ac.in/mp3/index.php), utilizando treshold padrdo. As

caracteristicas fisico-quimicas dos alvos, como, ponto isoelétrico tedrico, indice de
estabilidade, indice de solubilidade, tempo de meia vida in vivo e ex vivo e peso
molecular  foram  preditas pelo  servidor puablico  online  ProtParam
(https://web.expasy.org/protparam/). A predicdo de estrutura secundaria foi feita a partir
do JPred (http://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred/). Por fim foi utilizado o programa I-
TASSER (https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSERY/) para predicdo da estrutura

tridimensional das proteinas alvos.

4.3 Construcao do vetor


http://metagenomics.iiserb.ac.in/mp3/index.php

As sequéncias preditas por bioinformatica, foram destinadas a construgdo do
plasmideo pela empresa GeneScript. A sequéncia de interesse foi inserida no vetor de
expressdao pET-28a(+), foi ainda utilizado as enzimas de restricdo Ndel/Xhol, os codons
foram otimizados para cddons preferenciais de E. coli, o plasmideo foi construido com

uma cauda de poli histidina e sitio de resisténcia a canamicina.

4.4 Transformacéao em células competentes

A transformacdo de células competentes foi realizada em One Shot® TOP10
Chemically Competent E. coli, incluidas no kit de expressdo Champion™ pET
Directional TOPO ® (Invitrogen). Adicionados delicadamente 3 pL da reacdo de
clonagem as células em transformacdo e incubados em gelo durante 30 minutos. Em
seguida, a reacdo foi submetida ao choque térmico em 42°C, durante 30 segundos, sem
agitacdo e, subsequentemente, acondicionadas em gelo. Em seguida, 250 pL de meio
S.0.C foram adicionados e a solucdo agitada a 37°C, sob 200 RPM, durante 1 hora.
Posteriormente, 100-200 pL de cada transformacdo foi plagueadas em meio LB (Luria-

Bertani) contendo 100 pg/mL de canamicina e incubado a 37°C, overnight.

4.5 Isolamento dos plasmideos recombinantes

A partir da transformacéo de células, deram-se as escolhas das col6nias para serem
cultivadas overnight em meio LB contendo canamicina. Posteriormente, foi realizado o
isolamento dos plasmideos a partir da utilizacdo do kit PureLink™ HQ Mini Plasmid

Purification.
4.6 Purificacédo de colonia

Apbs o isolamento dos plasmideos recombinantes, a coldnia correta foi isolada e
inoculada em 5 mL de LB contendo canamicina. Quando o crescimento atingiu a fase
estacionaria 900 pl da cultura pura foi adicionado a 100 pL de glicerol estéril e

armazenado, sob refrigeracéo, a -80°C.

4.7 Expressao das proteinas recombinantes



Para a realizagdo da expressao proteica, foram utilizadas as cepas de E. coli Arctic,
pLysS, C41, C43, Tunner e BL21, apds otimizacdo a cepa C43 (DE3) seguiu sendo a cepa
de expressdo utilizada. Inicialmente, para realizacdo de transformacdo das células de
expressao, foi adicionado 10 ng de DNA plasmideal em 5 mL de células E. coli C41
(DE3), homogeneizados delicadamente e acondicionados em gelo por 30 minutos.
Posteriormente, a reacdo foi submetida a choque térmico durante 30 segundos, a 42°C,
sem agitacdo e acondicionada imediatamente em gelo por 2 minutos 250mL de meio
S.0.C, atemperatura ambiente, foram adicionados e incubado a 37°C, durante 30 minutos
sob agitacdo de 200 RPM. Subsequentemente, foram adicionados 10mL de LB contendo
100 pg/mL de canamicina e 1% de glicose. O meio foi mantido overnight, & 37°C, sob
agitacdo.

A expressdo proteica foi iniciada a partir da adi¢cdo de 10 ml do meio LB contendo
100 pg/mL de canamicina, a 100 pL das células de E. coli transformadas e entdo mantidos
em incubacgdo overnight a 37°C, sob agitacdo de 180 a 200 RPM. Posteriormente, o pré-
indculo foi entdo inoculado em 1 litro de meio LB e submetido a 37°C e agitacdo, durante
3 horas, verificando a densidade Optica em espectrofotdmetro a 600nm até atingir
absorbancia entre 0,6 e 0,8. Em seguida, foi retirada aliquotas da cultura marcando assim
o tempo zero (TO), logo apds, a inducdo foi entdo realizada com a adi¢do de 1mM de
IPTG (isopropil B-D-1-tiogalactopiranosida), assim, a cultura foi novamente incubada
sob agitacdo a 37°C overnight, da cultura induzida, foram feitas novamente aliquotas,
marcando o tempo overnight, e juntamente com o TO foram centrifugadas (10 minutos,
4°C, 5000 RPM), em sequéncia foram levadas a uma corrida em gel SDS, para observar
o rendimento da expressao.

O restante da cultura foi centrifugado (30 minutos, 4°C, 5000 RPM) e o
sobrenadante foi descartado. O pellet foi ressuspenso em 200mL de tampédo RIPA,
acondicionado em gelo por 30 minutos, nesse periodo a amostra foi levada ao vortex por
3 vezes, em seguida, foi centrifugada (40 minutos, 4°C, 5000 RPM), do lisado foi entéo

coletado o sobrenadante e filtrado em membrana de 0,22 pum.

4.8 Analise das proteinas

Cada sedimento celular foi ressuspendido em 50 pL (1:1) de tampédo de amostra

de SDS-PAGE 1X, fervido por 5 minutos. 10uL de cada amostra foram aplicadas em gel



de poliacrilamida (Tris-HCI 0.5 M, pH 6.8; SDS 10%; acrilamida/bisacrilamida
30%/0.8%; persulfato de amoénio 10%; TEMED), corrido em tampéo (Tris 25 mM;
glicina 250mM; SDS 0,1%). No gel foi aplicado 5 pL de padrao de peso molecular. Apos
a corrida, as proteinas foram fixadas com acido acético 10% e metanol 40% a 25°C e
corado com Coomassie Blue. A cultura ndo induzida por IPTG, foi utilizada como

controle negativo.

4.9 Purificacdo proteica

O lisado filtrado foi dividido em aliquotas para a purificacdo, em cada aliquota foi
acrescido imidazol a 10mM e assim, realizado a purificacdo por cromatografia de
afinidade em coluna contendo resina quelante de niquel (HisTrap™ HP, GE Healthcare
Bio-Sciences Corp, EUA). Para a purificacdo foram feitas diferentes concentracfes de
imidazol diluido em tampao Tris NaCl (10mM, 20mM, 30mM, 50mM, 100mM, 200mM,
1M). As fracBes foram coletadas, separadas aliquotas para analise do grau de pureza das
proteinas feita em corrida de SDS-PAGE e confirmadas em Western blot. Ainda, para a
concentracdo das proteinas dessa purificacdo, foi realizada centrifugacdo em 3.000 RPM,
em tubos Vivaspin MWCO 10kDa para concentracdo e troca de tampdo, onde foi
substituido o imidazol por tampdo 0,1M TRIS, 0,5M NaCl, 10% de glicerol, pH 8,5.

4.10 Quantificacdo de proteinas

A quantificacdo de proteinas foi realizada pelo método de Bradford utilizando
como curva padrdo, a partir da concentracdo de 5mg/mL, diluicdo seriada de soro
albumina bovina (BSA). Como branco foi utilizado o tampéo Tris NaCl na auséncia da
proteina. Em uma microplaca, foram adicionados 10uL da amostra teste ou padrdo no
pocos em duplicatas com 350uL do reagente de Bradford. Em seguida, a leitura da placa
foi realizada a 595nm e os dados foram submetidos a anélise no excel para a determinacao

da concentragéo.

4.11 Western blot

As proteinas foram analisadas por eletroforese vertical em gel de poliacrilamida.

Num sistema descontinuo, composto de um gel de empilhamento constituido por 4% de



acrilamida - bisacrilamida (29,2% / 0,8%), 10% SDS, 0,05% de persulfato de amdnia,
0,05% de Temed e contendo Tris-HCI 0,5 M, pH 6.8. Esse gel foi pipetado sobre um gel
de corrida constituido por 12% de acrilamida -bisacrilamida (29,2% / 0,8%), 10% SDS,
0,05% persulfato de amonia, 0,05% de Temed e Tris-HCI 1,5 M, pH 8.8. A eletroforese
foi realizada em tampdo de migracdo contendo Tris 0,124 M, glicina 0,96 M, 0,5% de
SDS, pH 8.3, durante 3 horas, numa corrente de 30mA. As proteinas presentes foram
visualizadas no gel corado com comassie blue. As proteinas separadas foram transferidas
eletricamente para uma membrana de nitrocelulose (Millipore), em tampdo de
transferéncia contendo Tris 0,25 M, glicina 0,193 M e 20% de metanol. Apos a
transferéncia, a membrana foi corada com uma solucéo aquosa de vermelho Ponceau S,
descorada em agua destilada, cortada em tiras de aproximadamente 3mm e blogueados
com leite desnatado a 5% em salina fosfato, contendo 0,1% de Tween 20 (PBS-T 20), por
12 horas, a 4°C. Logo apds, foram realizadas trés lavagens da membrana em PBS-T e
incubadas com o Anti-His (1:2000) diluido em PBS-T contendo 1% de leite desnatado,
durante 1:30 horas, em seguida, foram realizadas novamente trés lavagens da membrana
em PBS-T, e incubadas com o anticorpo secundario Anti-Mouse (1:10000) diluidos em
PBS-T acrescidos de 1% de leite desnatado durante o periodo de 1:30 horas, por fim
foram realizadas novamente trés lavagens da membrana e adicionado a solucédo

reveladora DAB + Peroxido de Hidrogénio (1:10).

4.12 Avaliacdo da antigenicidade

Para avaliar a antigenicidade, foram testados soros de coelhos sabidamente
imunizado com M. bovis utilizando Dot blotting. Os soros foram adquiridos da soroteca,
em parceria com o laboratério de micoplasma da USP, foram utilizados trés soros Rabbit
M129 anti sera. Para isso membranas de nitrocelulose foram marcadas com circulos para
evitar o extravasamento da proteina quando adicionada na membrana. O experimento foi
organizado em: branco, onde na membrana foram adicionados 10 pL do tampéo Tris
NaCl em duplicata, controle negativo e Soro 1, Soro 2, Soro 3, foram adicionados 10 pL
(5,38 pg) da proteina também em duplicata. Apo6s a secagem completa das membranas
foram levadas a tubos de ensaio contendo tampéo fosfato (PBS) + leite desnatado 5%,
mantidos overnight a 4°C. Em sequéncia, as membranas foram lavadas trés vezes por
cinco minuto com PBS-T. Apds isso, foram incubadas por 2 horas sob agitacdo de 80

RPM, a 37°C. Nesse momento, com excecdo do controle negativo que foi adicionado



apenas PBS-T contendo Leite desnatado 1%. Em todas as demais amostras foram
adicionados soros de coelho infectado diluido na solucdo 1:200. Em seguida, novamente
foram lavadas por cinco minutos, trés vezes, e entdo incubados por 2 horas PBS-T
contendo leite desnatado 1% acrescidos de Anti IgG de coelho diluido (1:1000) em todos
0s tubos. Logo apds, as membranas foram lavadas novamente seguindo esquema
supracitado, estendidas em placa de petri, e adicionados a solucdo reveladora DAB +
peroxido de Hidrogénio (1:10). Apo6s aguardar 3 minutos para revelagdo, a reacdo foi

parada com o uso de agua destilada.
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RESUMO

Mycoplasma bovis € um dos principais agentes etiologicos em bovinos e estd presente
principalmente em infecgdes como mastite, doencas respiratorias e artrite. O tratamento
dessas doengas € limitado. Assim, a prevencao demonstra ser uma importante alternativa.
Contudo, no Brasil ndo se tem dados sobre vacinas eficazes contra o0 M. bovis. Dessa
maneira, o objetivo deste trabalho foi a analise e selecédo de proteinas conservadas em M.
bovis, para a validagdo e aplicacdo em vacinas e teste imunodiagndstico. Os alvos foram
selecionados através de ferramentas de bioinformatica, utilizando o banco de dados
Uniprot para a obtencéo dos proteomas. As proteinas foram avaliadas utilizando PsortB
para localizacdo subcelular. Adicionado a isso, foram realizadas as seguintes predi¢es:
presenca de regides transmembréanicas e peptideo sinal utilizando o banco de dados
TopCons. Foi avaliada ainda a homologia entre os dois proteomas de M. bovis, através
do programa publico CD-HIT. Para a predicdo de epitopos foi utilizado o consenso de
ferramentas dispostas no IEDB, para a predicao de epitopos de células B, e a utilizacdo
de NETMHCcons e NETMHClIpan 3.1 para as predicdes de epitopos de células T,
apresentados em vias de MHCI e MHCII, respectivamente. As proteinas selecionadas
foram entdo, clonadas e expressas em células de Escherichia coli. Apos a purificacdo, as
proteinas foram avaliadas quanto a antigenicidade e validadas a partir de ensaios de dot
blotting com soro de coelho sabidamente contaminados com M. bovis. A proteina
AOA0Y59Y3U4 foi predita pelo consenso entre as ferramentas de bioinformética, como
bom alvo ao estudo. A otimizacdo da expressdo desta seguiu com a utilizacdo de seis
linhas de E. coli. Entretanto, quatro dessas (Arctic, pLysS, BL21 e C41) apresentou
resultado significativo, sendo a C41, apresentando o melhor rendimento. Apoés a
purificacdo, a proteina foi entdo submetida a avaliacdo de reatividade contra soros
sabidamente infectados com M. bovis, onde a proteina reagiu aos soros testados. Com
isso, 0s resultados obtidos no presente estudo abrem-se margem para avancar com 0S
estudos utilizando esta proteina em etapas de experimentacdo animal em busca de um

candidato vacinal efetivos para o controle dessa enfermidade.

Palavras-chave: M. bovis; imunodiagnostico; infec¢des bovinas; proteina recombinante;

vacinologia reversa.



INTRODUCAO

O Brasil caracteriza-se no mercado internacional como um grande produtor de
carne bovina, sendo o seu rebanho comercial o maior do mundo. E considerado um dos
poucos paises com reais possibilidades de expansdo da producdo devido ao vasto
territorio (Cruz et al., 2014). Ainda que seja um importador de lacteos, o Brasil em 2017
foi o quarto pais no ranking de producéo de leite mundial (Embrapa, 2019). Com isso,
Mycoplasma bovis torna-se um dos principais patdgenos de importancia em
biosseguranca para um rebanho, devido a sua natureza altamente contagiosa e a falta de
resposta a maioria dos tratamentos (Fox, 2012). Geralmente, as espécies de micoplasma
podem causar doencas em varios locais anatdmicos diferentes, incluindo glandula
mamaria, articulacdes, sistema respiratorio (Pflitzner e Sachse, 1996) trato urogenital
(Ruhnke, 1994), ocular (Alberti et al., 2006) e pavilhao auditivo (Maunsell et al., 2012).

A infeccdo de bovinos por M. bovis traz grandes prejuizos econdmicos a pecuaria,
uma vez que, pode interferir na qualidade dos produtos cérneos e, no caso de vacas com
mastite, na producdo de leite, que além de queda na quantidade ordenhada, tem um
decréscimo significativo em sua qualidade (Nicholas e Ayling, 2003; Fox et al., 2005;
Lysnyansky et al. 2016). Em condi¢Bes naturais, a infecgdo por M. bovis é dificil de
identificar e facil de confundir com outras infec¢des contagiosas, uma vez que o patdgeno
consegue mimetizar-se ao organismo do hospedeiro com facilidade e promover alteracdes
patoldgicas semelhantes a outras doencas bovinas, no que diz respeito a caracteristicas de
sintomatologia clinica (Sun et al., 2014). Assim, o diagndstico clinico torna-se necessario
para a identificacdo do patégeno, com confirmacao obtida por meio de cultura ou PCR
do leite, fluido articular ou tecidos (Hazelton et al., 2017). Entretanto, estudos apontam o
diagnostico sorologico como alternativa mais sensivel que o isolamento de M. bovis,
especialmente para os casos cronicos ou animais tratados com antibi6ticos (Nicholas e
Ayling, 2003; Altun e Ozdemir, 2019).

O maior problema dessa situacdo é a dificuldade de um tratamento que consiga
erradicar o microrganismo quando aderido ao animal. A terapia com antibiéticos é pouco
eficiente e, muitas vezes, ocasiona 0 aumento da resisténcia antimicrobiana. Além disso
até 0 momento, ndo existe uma vacina eficaz para prevenir infecgdes por M. bovis
(Mullongo et al., 2013) assim, as tentativas de se encontrar uma terapéutica tornam-se
dispendiosas e honorérias, sendo necessario muitas vezes medidas mais drasticas como o

abate precoce e a inutilizagéo dos produtos carneos. Assim, aplicac@es da bioinformatica,



possuem um impacto significativo na pesquisa imunoldgica, pois consiste numa
abordagem in silico que consegue prever a interagdo parasito-hospedeiro e, assim,
selecionar epitopos imunogénicos, tornando-se mais interessante frente & produgéo de
vacinas tradicionais atenuadas ou inativas e producdo de um imunodiagndstico mais
efetivos (Brusic e Petrovsky, 2005; Goodsween et al., 2014), dado que, tem um alto
potencial em avaliar o proteoma do agente com precisao, além de promover a redu¢éo de
custo e tempo (Moraet al., 2006; Perez-casal, 2017). Assim, este estudo teve por objetivo,
selecionar e analisar in silico, proteinas antigénicas que tenham potencial a producao de
vacina e/ou diagndstico contra M. bovis. Clonar, expressar, purificar e avaliar reatividade

frente a soros sabidamente contaminados.

MATERIAIS E METODOS

Andlises de Bioinformatica

Os proteomas das cepas de M. bovis foram obtidos do Universal Protein Resource
- UniProt (www.uniprot.org/) e armazenadas em formato FASTA para analises

subsequentes. As cepas utilizadas no presente estudo foram M. bovis CQ-W70 (ID
UP000027182 e M. bovis (ID UP000233776), sendo essas duas classificadas como nao
redundantes. Os proteomas foram entdo submetidos a predicédo de localizagéo subcelular
ao web-software PSORTb verséo 3.0 (http://www.psort.org/psortb/) (YU et al., 2010)

com o intuito de obter proteinas de membranas e extracelulares, utilizando as
configuracBes sugeridas para Mycoplasmas spp, as proteinas assim preditas, foram
analisadas quanto a topologia de membrana e previsao de peptideo sinal, pelo servidor
TOPCons (http://topcons.cbr.su.se). Proteinas de membranas com quantidade inferior ou

igual a quatro regides transmembranicas e proteinas extracelulares com previsao de
peptideo sinal, foram selecionadas para procedéncia do estudo. Foi realizado ainda, um
agrupamento de proteinas entre os dois proteomas do estudo, usando o web-software CD-
HIT Suite (http://weizhong- lab.ucsd.edu/cdhit_suite/cgi-bin/index.cgi). As sequéncias

que apresentaram um nivel de identidade maior que 80% foram escolhidas para
continuidade da pesquisa.

Proteinas selecionadas nas analises anteriores, foram submetidas a predicédo de
epitopos de células B feita utilizando o programa publico online Immune Epitope

Database — IEDB (http://www.iedb.org/), baseados nos parametros de lineraridade-

Bepipred- (Larsen; Lund; Nielsen, 2006), hidrofilicidade (Parker; Guo; Hodges, 1986),
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flexibilidade (Karplus; Schulz, 1985), acessibilidade (Emini et al, 1985) e regides de beta-
turn (Chou; Fasman, 1978). Para todas as ferramentas foi utilizada uma janela de sete
aminoacidos e um ponto de corte de 0,8 para o Bepipred e 1,0 para os demais.

Para predicdo de epitopos de células T, proteinas de membrana foram analisadas
pelo web-server NetMHClIpan 3.2 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHClIpan/),
utilizando uma janela de 15 aminoécidos e ponto de corte padrdo. As proteinas
extracelulares foram analisadas com NetMHCcons 1.1
(http://www.cbs.dtu.dk/servicessNetMHCcons/), configurado para uma janela de 9
aminoéacidos e ponto de corte padrdo. Os alelos utilizados para as predi¢fes de epitopos
de MHC classes | e Il foram obtidos de acordo as informagfes inseridas no Immuno
Polymorphism Data-base (https://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/group/BoLA) para 0 BoLA,
onde os cinco alelos bovinos mais prevalentes de cada um dos cinco genes (BolA-1,
BolA-2, BolA-3, BolA-6 e BolA-NC1) MHCI e os genes (DRB3, DQA e DQB) para
MHCII foram selecionados e utilizados para predicéo. Para o ponto de corte, foi calculado
o percentil da afinidade de ligacdo dada pelo web-server, em que ligagdes com percentil
menor que 0,5 foram consideradas de ligacéo forte e entre 0,5 e 2,0, foram consideradas
ligacGes fracas. Apos as predicdes de epitopos células T, as proteinas passaram pela
predicdo de antigenicidade pelo programa Vaxilen 2.0 (http://www.ddg-
pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VVaxiJen.html), com configuracdo de treshold de 0.4,
sendo utilizado como ultimo filtro para a selecdo dos alvos. Para melhor conhecimento
das proteinas foram, ainda, analisadas quanto a suas caracteristicas fisico-quimicas,
como, ponto isoelétrico teorico, indice de estabilidade, indice de solubilidade,
composic¢do de aminoacidos, tempo de meia vida e peso molecular pelo servidor pablico
online ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/). Para predicdo do modelo
tridimensional, foi utilizado 0 web-server I-TASSER
(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSERY/).

Construcao do vetor

As sequéncias preditas por bioinformética, foram destinadas a construcdo do
plasmideo pela empresa GeneScript. A sequéncia de interesse foi inserida no vetor de
expressdo pET-28a(+), foi ainda utilizado as enzimas de restricdo Ndel/Xhol, os codons
foram otimizados para cédons preferenciais de E. coli, o plasmideo ainda foi construido

com uma cauda de poli histidina e sitio de resisténcia a canamicina.
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Transformagcéo e isolamento dos plasmideos recombinantes

A transformacdo de células competentes foi realizada em One Shot® TOP10
Chemically Competent E. coli, incluidas no kit de expressdéo Champion™ pET
Directional TOPO ® (Invitrogen). Adicionados delicadamente 3 pL da reacdo de
clonagem as células em transformacéo e incubados em gelo durante 30 minutos. Em
seguida, a reacdo foi submetida ao choque térmico em 42°C, durante 30 segundos, sem
agitacdo e, subsequentemente, acondicionadas em gelo. Em seguida, 250 puL de meio
S.0.C foram adicionados e a solugéo agitada a 37°C, sob 200 RPM, durante 1 hora.
Posteriormente, 150 pL de cada transformacédo foi plaqueadas em meio LB (Luria-
Bertani) contendo 100 pg/mL de canamicina e incubado a 37°C, overnight. A partir da
transformacdo de células, deram-se as escolhas das coldnias para serem cultivadas
overnight em meio LB contendo canamicina. Posteriormente, foi realizado o isolamento
dos plasmideos a partir da utilizacdo do kit PureLink™ HQ Mini Plasmid Purification.
Apbs o isolamento dos plasmideos recombinantes, a col6nia correta foi isolada e
inoculada em 5 mL de LB contendo canamicina. Quando o crescimento atingiu a fase
estacionédria 900 pl da cultura pura foi adicionado a 100 pl de glicerol estéril e
armazenado, sob refrigeracdo, a -80°C.

Expressao das proteinas recombinantes

Para a realizagdo da expressao proteica, foram utilizadas as cepas de E. coli Arctic,
pLysS, C41, C43, Tunner e BL21, ap0s a otimizacao, a cepa C43 seguiu sendo a cepa de
expressao utilizada. Inicialmente, para realizacdo de transformacdo das células de
expressdo, foi adicionado 10 ng de DNA plasmideal em 5 mL de células E. coli C41
(DE3), homogeneizados delicadamente e acondicionados em gelo por 30 minutos.
Posteriormente, a reacdo foi submetida a choque térmico durante 30 segundos, a 42°C,
sem agitacdo e acondicionada imediatamente em gelo por 2 minutos 250mL de meio
S.0.C, atemperatura ambiente, foram adicionados e incubado a 37°C, durante 30 minutos
sob agitacdo de 200 RPM. Subsequentemente, foram adicionados 10mL de LB contendo
100 pg/mL de canamicina e 1% de glicose. O meio foi mantido overnight, a 37°C, sob

agitacao.



A expressdo proteica foi iniciada a partir da adi¢do de 10 ml do meio LB contendo
100 pg/mL de Canamicina, a 100 pl das células de E. coli transformadas e entdo mantidos
em incubacgdo overnight a 37°C, sob agitagdo de 180 a 200 RPM. Posteriormente, o preé-
indculo foi entdo inoculado em 1 litro de meio LB e submetido a 37°C e agitacdo, durante
3 horas, verificando a densidade Optica em espectrofotdometro a 600nm até atingir
absorbancia entre 0,6 e 0,8. Em seguida, foi retirada aliquotas da cultura marcando assim
o tempo zero (TO), logo apds, a inducdo foi entdo realizada com a adicdo de 1mM de
IPTG, assim, a cultura foi novamente encubada sob agitacdo a 37°C overnight, da cultura
induzida, foram feitas novamente aliquotas, marcando o tempo overnight, e juntamente
com o tempo TO foram centrifugadas (10 minutos, 4°C, 5000 RPM), em sequéncia foram
levadas a uma corrida em gel SDS, para observar o rendimento da expresséo.

O restante da cultura foi levado a centrifugacdo (30 minutos, 4°C, 5000 RPM)
onde o sobrenadante foi descartado. O pellet foi ressuspenso em 200mL de tampéo RIPA,
acondicionado em gelo por 30 minutos, nesse periodo a amostra foi levada ao vértex por
3 vezes, em seguida foi centrifugada (40 minutos, 4°C, 5000 RPM), do lisado foi enté&o

coletado o sobrenadante e filtrado em membrana de 0,22 um.

Anélise das proteinas

Cada sedimento celular foi ressuspendido em 50 pL (1:1) de tampdo de amostra
de SDS-PAGE 1X, fervido por 5 minutos. 10uL de cada amostra foram aplicadas em gel
de poliacrilamida e levado a cuba contendo tampdo de corrida. No gel ainda foi aplicado
5 uL de padrdo de peso molecular. Apés a corrida, as proteinas foram fixadas com acido
acetico 10% e metanol 40% a 25°C e depois corado com Coomassie Blue. A cultura ndo

induzida por IPTG, foi utilizada como controle negativo.

Purificacéo proteica

O lisado filtrado foi dividida em aliquotas para a purificacdo, em cada aliquota foi
acrescido imidazol a 10mM e assim, realizado a purificacdo por cromatografia de
afinidade em coluna contendo resina quelante de niquel. Para a purificacdo foram feitas
diferentes concentragfes de imidazol diluido em tamp&o Tris NaCl (10mM, 20mM,
30mM, 50mM, 100mM, 200mM, 1M). As fragdes foram coletadas, separadas aliquotas

para analise do grau de pureza das proteinas, feitas em corrida de SDS-PAGE e



confirmadas em Western blot. Ainda, para a concentracdo das proteinas dessa purificacao,
foi realizada centrifugagdo em 3.000 RPM, em tubos Vivaspin MWCO 10kDa para
concentracéo e troca de tampéo, onde foi substituido o imidazol por tamp&o Tris NaCl.

Quantificacao de proteinas

A quantificacdo de proteinas foi realizada pelo método de Bradford utilizando
como curva padréo, a partir da concentracdo de 2mg/mL, diluicdo seriada de soro
albumina bovina (BSA). Como branco foi utilizado o tampéo Tris NaCl onde a proteina
havia sido armazenada ap0s a concentracdo. Em uma microplaca, foram adicionados
10pL da amostra teste ou padrdo no pogo em duplicata com 350uL do reagente de
Bradford. Em seguida, a leitura da placa foi realizada a 595nm e os dados foram

submetidos a analise no excel para a determinacdo da concentracéo.

Western blot

As proteinas foram analisadas por eletroforese vertical em gel de poliacrilamida.
Num sistema descontinuo, composto de um gel de empilhamento constituido por 4% de
acrilamida - bisacrilamida. Esse gel foi pipetado sobre um gel de corrida constituido por
12% de acrilamida -bisacrilamida. A eletroforese foi realizada em tampéao de migracao,
durante 3 horas, numa corrente de 30mA. As proteinas presentes foram visualizadas no
gel corado com comassie blue. As proteinas separadas foram transferidas eletricamente
para uma membrana de nitrocelulose, em tampéo de transferéncia. Apos a transferéncia,
a membrana foi corada com Ponceau S, descorada em agua destilada, blogueados com
leite desnatado a 5% em PBS-T 20, por 12 horas, a 4°C. Logo ap0s, foram realizadas trés
lavagens da membrana em PBS-T e incubadas com o Anti-His (1:2000) diluido em PBS-
T contendo 1% de leite desnatado, durante 1:30 horas, em seguida, foram realizadas
novamente trés lavagens da membrana em PBS-T, e incubadas com o anticorpo
secundario Anti-Mouse (1:10000) diluidos em PBS-T acrescidos de 1% de leite
desnatado durante o periodo de 1:30 horas, por fim foram realizadas novamente trés
lavagens da membrana e adicionado a solugéo reveladora DAB + Peroxido de Hidrogénio
(1:10).

Avaliacao da antigenicidade



Para avaliar a antigenicidade, foram testados soros de coelhos sabidamente
infectados com M. bovis utilizando Dot blotting. Os soros foram adquiridos da soroteca,
em parceria com o laboratorio de micoplasma da USP, foram utilizados trés soros Rabbit
M129 anti sera. Para isso membranas de nitrocelulose foram marcadas com circulos para
evitar o extravasamento da proteina quando adicionada na membrana. O experimento foi
organizado em: branco onde na membrana foram adicionados 10 pL do tampé&o Tris NaCl
em duplicata, controle negativo e Soro 1, Soro 2, Soro 3, foram adicionados 10 pL (5,38
Kg) da proteina também em duplicata. Apos a secagem completa das membranas foram
levadas a tubos de ensaio contendo tampéo fosfato (PBS) + leite desnatado 5%, mantidos
overnight a 4°C. Em sequéncia, as membranas foram lavadas trés vezes por cinco minuto
com PBS-T. Apos isso, foram incubadas por 2 horas sob agitacdo de 80 RPM, a 37°C.
Nesse momento, com excecdo do controle negativo que foi adicionado apenas PBS-T
contendo Leite desnatado 1%, todas as demais amostras foram ainda adicionados soros
de coelho infectado diluido na solucdo 1:200. Em seguida, novamente foram lavadas por
cinco minutos, trés vezes, e entdo incubados por 2 horas PBS-T contendo Leite desnatado
1% acrescidos de Anti IgG de coelho diluido (1:1000) em todos os tubos. Logo apds, as
membranas foram lavadas novamente seguindo esquema supracitado, estendidas em
placa de petri, e adicionados a solugéo reveladora DAB + Peroxido de Hidrogénio (1:10).

Ap0s aguardar 3 minutos para revelacdo, a reacdo foi parada com o uso de agua destilada.

RESULTADOS

Andlise de Bioinformatica

Os proteomas néo redundantes das cepas M. bovis CQ-W70 (ID UP000027182),
contendo 759 proteinas, e M. bovis (ID UP000233776), contendo 818 proteinas, foram
obtidos e arquivados em formato FASTA. ApOs a obtencdo dos proteomas pelo
UNIPROT, estas sequencias foram submetidas a predicdo de localizacdo subcelular e
estrutura secundaria pelo PsortB, assim foram obtidas 163 proteinas de membrana e 8
extracelulares a partir do proteoma de M. bovis (ID UP000233776), 160 proteinas de
superficie e 9 secretadas a partir do proteoma de M. bovis CQ-W70 (ID UP000027182).
Com a realizacdo do TopCons foi reduzido para um total de 98 proteinas da cepa ID
UP000233776, sendo 92 proteinas de membrana e 6 secretadas. Para ID UP000027182



foram obtidos 94 proteinas totais da cepa, das quais, 89 séo proteinas de superficie e 5
sdo extracelulares. As 192 sequéncias resultantes da soma dos proteomas, foram
submetidas ao alinhamento. Dentre estas, 92 proteinas obtiveram redundancia em suas
sequéncias, chegando, assim, as proteinas conservadas entre as onze cepas de M. bovis
depositadas no UNIPROT. Logo, estas foram direcionadas as analises posteriores.

Apos o agrupamento de proteinas semelhantes, as 92 proteinas conservadas entre
os proteomas, foram levadas para a predigdo de células B lineares. Destas, 46 proteinas
ndo apresentaram consenso entre as predicdes realizadas e, por isso, foram descartadas
do estudo. Em contrapartida, 46 proteinas apresentaram regides epitopicas, com variacdes
de 1 a 48 regides. Entre elas, apenas as proteinas que tinham, no minimo quatro epitopos
foram selecionadas, restando assim, 23 proteinas.

Para a via de MHC de I, foram preditas com base nos cinco alelos bovinos mais
prevalentes de BolA-1, BolA-2, BolA-3, BolA-6 e BolA-NC1, as proteinas
AOA059Y4U3 e AOA0598A8, ao final da predicdo, essas proteinas apresentaram
respectivamente 18 e 26 epitopos. Em relacdo a via de MCH de classe 11, foram analisadas
as 23 proteinas restantes no estudo. Nesta etapa do presente estudo, as proteinas foram
selecionadas com base na promiscuidade de seus determinantes antigénicos, dessa forma,
foram eliminadas as proteinas que tiveram um valor menor que 80% de conservagéo de
epitopos nos alelos testados. O fluxograma que representa as etapas de selecdo dos

provaveis alvos vacinais deste estudo é demonstrado na Figura 1.
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Figura 1: Fluxograma representativo das etapas de analise do proteoma de M. bovis, através de ferramentas
de bioinformatica e a sele¢do de proteinas de acordo caracteristicas estabelecidas como preferenciais para
cada teste realizado.

A antigenicidade foi testada pelo VaxiJen para as 23 proteinas, sendo excluidas
11 proteinas, por serem ndo antigénicas. Dentre as 12 proteinas mais antigénicas duas
proteinas classificadas como boas candidatas a alvos vacinais nas demais etapas, foram

entdo selecionadas para seguir no estudo (Tabela 1).

Tabela 1: Caracteristicas das proteinas, utilizadas como filtro de selecdo e informacdes de conhecimento como

patogenicidade e ontologia génica.

Localizagdo Ontologia Epitopos de Epitopos de o Score de
ID Nome . Patogenicidade .
subcelular Génica Células B Células T antigenicidade *
AO0A059Y3U4 Proteina de ligagdo a
substrato de . .
i Membrana Desconhecida 31 36 Patogénica 0,5236
alquilfosfonato,
transportador ABC
AO0A059Y0B3 Proteina ndo
Membrana Desconhecida 48 32 Patogénica 0,7897

caracterizada

*Score varia de 0 a 1, sendo valores mais proximos de 1 considerados mais antigénicos.

Para adquirir mais robustez no conhecimento das proteinas selecionadas, foram
feitas andlises estruturais pelo Jpred e I-Tasser e de patogenicidade utilizando o preditor
MP3, bem como a predicdo de caracteristicas fisico-quimicas das duas proteinas
escolhidas. Para a analise de patogenicidade, as proteinas (AOA059Y0B3 e
A0A059Y3U4) foram classificadas como patogénicas (Tabela 1). A tabela 2 expressa
informac@es a respeito das caracteristicas fisico-quimicas preditas pelo ProtParam. As
duas proteinas ainda foram submetidas aos preditores estruturais, sendo o Jpred para
analise da exposicdo dos epitopos de cada proteina. A acuracia dessa andlise foi
confirmada pela comparacdo com os resultados do I-TASSER. Neste, também foi

realizada a predicdo de estrutura tridimensional das duas proteinas escolhidas (Figura 2).

Tabela 2: Caracteristicas fisico-quimicas de proteinas alvos vacinais contra M. bovis

Tempo de

Ponto Isoelétrico indice de indice de . Tempo de meia vida
1D . . . meia vida . Peso Molecular
tedrico Solubilidade Instabilidade . in vivo
Ex vivo
AOA059Y3U4 > 20 horas
0AD59Y3U 9,04 -0,747 22,91 30 horas 51517.19
> 10 horas
AOA059Y0B3 532 > 20 horas
-0,200 37,29 30 horas 40530.38

> 10 horas




Figura 2: Estruturas tridimensionais das proteinas preditas pelo I-TASSER: A — Representa a estrutura da
proteina AOA059Y3U4 e B — Representa a estrutura da proteina AOA059Y0B3.

Expressao e purificacdo proteica

No presente estudo, a otimizacdo da proteina AOA059Y0B3 ndo foi possivel. A
proteina foi testada em seis cepas de E. coli, para as cepas (Arctic, pLysS, C41, C43 e
Tunner) ndo houve expressao da proteina. A cepa BL21, embora tenha apresentado baixo
rendimento, ndo houve a repeticdo do resultado, ainda que o experimento tenha seguido
as mesmas condicOes de realizacdo. A proteina AOA059Y 3U4 foi submetida as seis cepas
de expresséo de E. coli, sendo realizado com condicdes protocoladas para cada cepa. Com
as cepas C43 e Tunner ndo houve rendimento significativo, ndo sendo possivel a
visualizacao de bandas da proteina em SDS-PAGE. As cepas Arctic, pLysS, Bl21 e C41
foram melhor expressas, sendo que as cepas Arctic e C41 apresentaram os melhores
rendimentos para a proteina. C41 foi entdo a cepa selecionada por apresentar o melhor
resultado e melhores condicGes e exigéncias para a realizacdo da expressao. A expressao
com a cepa C41 foi possivel visualizar através do SDS-PAGE (Figura 3a) e confirmada

em Western blotting (Figura 3b).
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Figura 3: Expresséo da proteina AOA059Y3U4. A — Visualizagéo do sucesso da expressdo em SDS-PAGE.
B — Confirmacéo da expresséo atraves do Western blotting. PM = Peso Molecular, TO = Tempo zero, ToV
= Tempo overnigt (ap6s inducdo da expresséo).

A purificacdo das proteinas expressas e lisadas, foi possivel pela cauda de
histidina presente na proteina que permite a purificacdo através da resina quelante de
niquel que pela afinidade retém a proteina. ApoOs sucessivas lavagens da coluna de
purificagdo com imidazol, afim de retirar as proteinas de E. coli retidas, as concentragdes
acima de 30mM permite a passagem da proteina com maior grau de pureza e assim a sua
coleta e armazenamento, possivel observar ainda, que na fracdo de 50mM de imidazol ha
um maior rendimento de proteina purificada. Assim como na expressdo, 0 sucesso da
purificacdo € observado por SDS-PAGE (Figura 4A) e confirmada por Western blotting,
sendo que a visualizagdo em Western blotting € possivel pela presenca dos aminoacidos
de histidina presentes na proteina visiveis na membrana em altura indicada pelo peso

molecular da proteina (Figura 4B).
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Figura 4: Purificacdo da proteina AOA059Y3U4. A — Visualizagdo em SDS-PAGE do sucesso da
purificacdo em resina quelante de niquel, onde o Flow representa a passagem da amostra lisada. B —
Confirmacdo da purificacdo através do Western blotting.



Analise de reatividade

A reatividade da proteina aos soros é expressa na figura 5. Os trés soros
disponiveis para teste sabidamente contaminados com M. bovis demonstraram reagir
quando testados em marcag6es com a proteina AOA059Y3U4, possivel evidenciar que o
soro 1 apresentou maior reatividade, seguidos pelo soro 2 e soro 3 respectivamente. A
confirmacdo da precisdo da antigenicidade é dada pelos controles (branco e negativo)
onde na figura é visualizado sem nenhuma marcacéo de reacao.

B CN S1 S2 S3

Figura 5: Andlise de reatividade da proteina AOA059Y3U4 contra soros de coelhos sabidamente
contaminados com M. bovis, onde B = branco (Soro e sem proteina), CN = controle negativo (Proteina e

sem soro), S1 = Soro 1, S2 = Soro 2, S3 = Soro

DISCUSSAO

M. bovis é um dos agentes causadores de pneumonia, mastite e artrite bovina no
mundo. Assim, esta se tornando um dos patégenos mais amplamente reconhecido
(Registro et al., 2013; Gille et al., 2016). O microrganismo é altamente contagioso e de
facil transmissdo por todo o rebanho. Além de causar pneumonia, mastite, artrite e otite,
M. bovis pode também induzir infeccdo pos-parto com uma taxa de mortalidade de 80%
(Burki et al., 2016). Até o momento, existem poucas vacinas disponiveis e a sua
comercializacdo € ainda mais restrita. A terapéutica em sua grande maioria € ineficiente



para curar a doenca causada pelo patdgeno, com isso, a incidéncia da doenca estd em
ascensdo (Registro et al., 2015; Menghawar et al., 2017). Dessa forma, medidas de

diagndstico, tratamento e prevencdo tornam-se imprescindiveis.

O presente estudo trouxe como alternativa o uso de ferramentas de bioinformatica,
evitando tempo e 0s custos necessarios no cultivo e producdo em larga escala dos
patdgenos para avaliacdo de suas caracteristicas de infec¢do. Essa diminuicdo se faz
necessaria no cenario da pesquisa atual, por conta dos investimentos limitados (Calcutt et
al., 2017). Além disso, essa metodologia fornece resultados mais acurados, permitindo,
ainda, a identificacdo de proteinas de dificil obtenc&o in vitro (He et al., 2010). Segundo
Khan et al. (2017), as descobertas do genoma de M. bovis com a suas sequéncias
completas para algumas cepas possibilitou o entendimento da protebmica e assim, a
identificacdo e melhor compreenséo dos valores biologicos de novas proteinas. Contudo,
a protedbmica tem sido pouco discutida e utilizada, para as analises da patogenicidade de
M. bovis, que é altamente dependente de sua membrana (Sun et al., 2014; Khan et al.,
2017), uma vez que as proteinas de membrana sdo importantes na adesdo do
microrganismo a célula hospedeira (Adamu et al., 2013). Dessa forma, o conhecimento
sobre a localizacdo subcelular das proteinas para a escolha de bons alvos ao
desenvolvimento de vacinas proteicas tornou-se essencial ao presente estudo. O
conhecimento das proteinas de um agente infeccioso se faz necessario no entendimento
principalmente das reacdes que estes antigenos podem desencadear. Dessa maneira, a
predicdo de localizacdo subcelular pode atuar dando suporte ao conhecimento das
proteinas, delineando melhor o estudo (Yu et al., 2010). Por se tratar de um patégeno
intracelular facultativo, as proteinas escolhidas neste estudo sdo de membrana, por serem,
os primeiros alvos de contato com o agente em uma possivel adesdo a célula hospedeira
para sua colonizagdo. Com isso, com a escolha dessas proteinas, busca-se que seja
estabelecida a barreira de defesa secundaria, representada pela ativacdo dos sistemas
imune humoral e celular, desencadeando no reconhecimento do antigeno pelos

anticorpos.

A imunidade adaptativa é articulada pelos linfocitos, mais especificamente pelas
células B e T (Goldsby et al., 2003; Sun e Zangh, 2013). Um epitopo de célula B é capaz
de ser reconhecido tanto pelo anticorpo, quanto pelo receptor de linfécito B (Peters et al.,
2005). No presente estudo, a predigédo de B foi feita usando um consenso de ferramentas

de bioinformatica, disponiveis no IEDB, objetivando uma maior acuracia e sensibilidade,



para obter informacgdes importantes para a producdo de vacina e diagnostico. Este
consenso analisou a acessibilidade, flexibilidade, regides de beta-turn, hidrofobicidade e
a antigenicidade das proteinas. Estas caracteristicas foram usadas para a predicdo de
epitopos lineares. Hsueh et al., (2004) encontrou 100% de especificidade no diagnostico
da sindrome respiratdria aguda severa usando um ELISA constituido de peptideo sintético
formado por epitopos continuos. Além disso, os estudos de El-Manzalawy et al. (2008) e
Faria et al. (2011) corroboram com o presente estudo, ao observar que epitopos lineares
tem demonstrado resultados promissores em pesquisas na identificacdo de antigenos

vacinais, e também no imunodiagndstico da leishmaniose.

Embora a resposta imune B, seja muito importante pela sua potente producéo de
anticorpos atuando na resposta imune humoral, os linfécitos T também sdo essenciais
como foco na producéo de vacinas, por se tratar de células que em conjunto aos linfdcitos
B, induzem as respostas caracterizadas pela presenca de células de memdria (Smith,
2010). No presente estudo, foram realizadas as predi¢6es de epitopos de células T, com o
auxilio do NETMHCcons, para 0 reconhecimento de antigenos principalmente
intracelulares, atuando na codificacdo de proteinas que reconhecem e apresentam 0s
antigenos as células T. Esse locus génico (MHC) em bovinos esta presente no gene BolA
(Nielsen et al., 2016). Além disso, por se tratar de um microrganismo intracelular
facultativo, foi realizado a predicdo de T, avaliados pela via de MHC I, pelo
NETMHCIlIpan, por se tratar de uma via que apresenta principalmente nos
microrganismos extracelulares. Esses dados séo corroborados, com estudos feitos por
Inécio (2018), utilizando metodologia similar e apresentando bons alvos para a producéao

de vacinas e outras drogas contra Toxoplasma gondii.

A tecnologia das proteinas recombinantes em E. coli oferece varias vantagens
para a expressdo, desde alto nivel a producdo em larga escala de proteinas de interesse,
partindo de procedimentos relativamente baratos (Gupta e Shukla, 2016). Muitas
proteinas terapéuticas tém sido produzidas para aplicagbes clinicas e académicas
utilizando sistemas de expressdo de E. coli. Das proteinas atualmente registradas e
aprovadas para uso, aproximadamente 30% trata-se de proteinas recombinantes (Huang
etal., 2012; Baeshen et al., 2015; Huleani et al., 2021). Os vetores pET sdo considerados
a primeira escolha para clonagem e expressdo de proteinas (Li et al., 2022). Com isso,
objetivando um maior rendimento proteico a producao das proteinas no presente estudo,

optou-se pela utilizagcdo do vetor pET-28a(+), o qual permite melhor otimizagdo dos



codons preferenciais ao sistema heterélogo e associacao com as cepas de linhagens de E.
coli (Arctic, pLysS, C41, C43,Tunner e BL21) utilizadas, visando encontrar também a
melhor cepa para a expressao de AOA059Y3U4 e AOA059Y0B3.

A utilizagdo de vetores pET para expressdo € bastante descrita, paralelo ao uso da
cepa BL21 (DE3) como cepa de expressdo das proteinas recombinantes. O DE3 em BL21
(DEJ) significa que a cepa possui um plasmideo contendo o gene para a RNA polimerase
bacteriana T7 controlada pelo promotor lac. A presenca deste plasmideo permite que a
RNA polimerase T7 seja induzida pela adi¢do de IPTG, resultando em altos niveis de
expressdo de proteinas recombinantes (Studier, 2014; Hayat et al., 2018). Favorecendo a
expressao e visando diminuir a possibilidade de toxicidade, foi utilizado a concentragéo
de 1mM de IPTG, indicados pela Novagen como limite para que ocorra uma expressao
ideal. Esses dados corroboram ao presente estudo, vez que a cepa apresentou resultado
positivo quanto a expressdo das proteinas AOA059Y3U4 e AOA059Y0B3. Contudo, para
a proteina AOA059YO0B3, apds a primeira expressdo, nao foi possivel obter a
repetibilidade do experimento, ainda que tenha seguido as mesmas condicGes utilizadas
no periodo de otimizacdo. Dessa forma, possibilita que outros fatores — temperatura,
meio, tempo - sejam testados em momento oportuno, para que se tenha sucesso com a

expressao.

Por se tratar de proteinas de membrana AOA059Y3U4 e AOA059Y0B3 foram
submetidas ainda a expressdo com as linhagens de expressdo C41 (DE3) e C43 (DE3).
Estas cepas, tém sido amplamente utilizados na producdo de uma infinidade de proteinas
de membrana apresentando sucesso significativo em sua aplicacdo. Para o presente
estudo, contrariando a afirmativa supracitada, C43 (DE3) ndo apresentou rendimento
significativo para ambas as proteinas. Contudo, corroborando aos achados na literatura a
proteina AOA059Y3U4, apresentou o seu melhor rendimento na utilizacdo da cepa de
expressdo C41 (DE3) (Hattab et al., 2015). Outra cepa que pode minimizar a toxicidade
¢ a BL21 (DE3) pLysS. Segundo Ahmad (2018), essa cepa produz lisozima T7
conferindo assim, reducdo da expressao do nivel basal do gene alvo e, por consequéncia
a reducdo da toxicidade. Contudo, ndo foi possivel observar expressao para a proteina
AOA059Y0B3 e ainda que tenha ocorrido bom rendimento de expressdo, BL21 (DE3)
pLysS ndo se mostrou a melhor opgéo para expressar AOA059Y3U4. Sugerindo assim,
que o impedimento para a expressdo da proteina AOA059Y0B3, nédo esteja relacionada

com toxicidade das cepas ou do meio de expressao.


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/lysozyme

As proteinas AOA059Y0B3 e A0A059Y3U4, foram preditas como proteinas
soluveis, no processo de produgdo de proteinas recombinantes em células hospedeiras,
busca-se manter as caracteristicas preditas das proteinas. Contudo, Marco e colaboradores
em 2019, relataram que durante a expressdo proteica tem surgido agregados insolaveis,
os chamados corpos de incluséo, a formacéo desses agregados impossibilita as formacdes
de dobramentos corretos das proteinas. Dessa forma, no presente estudo foram ainda
testadas a expressao das proteinas utilizando as linhagens de E. coli Arctic Express (DE3)
e Tuner (DE3), visto que, sdo linhagens que contém uma regido codificadora para a
proteina chaperona, o que favorece o correto dobramento e montagem das proteinas
recombinantes produzidas (Hayat et al., 2018; Rosano et al., 2019). Entretanto, no estudo
com a utilizacdo de Tuner (DE3), ndo foi possivel obter expressdo das proteinas.
Considerando assim, que o dobramento indevido das proteinas, ndo sejam a causa para a
ndo expressdo destas. Enquanto para Artic Express (DE3) a AO0OA059Y0B3 nédo
apresentou expressao visivel em gel, ja AOA059Y 3U4 obteve resultado significativo, mas

ndo o seu melhor rendimento.

No presente estudo, as analises para expressdo foram feitas quanto as linhagens
de forma cautelosa, observando caracteristicas das cepas que corroborassem as
caracteristicas das proteinas e, assim, 0 sucesso da expressao. Contudo, para algumas
linhagens o rendimento néo foi significativo, ou até mesmo imperceptivel em analises de
gel. Considerando, dessa forma, que outras otimizacdes podem ser feitas, baseadas em
caracteristicas especificas para as proteinas, e ndo relacionadas somente as linhagens de
expressdo. Segundo Rosano e Ciccarelli em (2014), muitas analises feitas possuem falhas
explicadas pelo viés positivo, uma vez que, as coisas que funcionam sao publicadas, mas
aquilo que ndo funciona podem ser omitidas. Principalmente se estas forem solucdes

especificas das proteinas recombinantes.

Avancos nas tecnologias e elaboracdo de sistemas de expressdo de proteinas,
possibilitaram a producdo de proteinas e peptideos de interesse em varios tipos de estudos,
permitindo muitas vezes uma produgdo com altos rendimentos. Contudo, uma etapa
importante para a manutencdo dos estudos com producdo de proteinas recombinantes, é
0 processo de purificacdo das amostras (Banki et al., 2005; Saude, 2007). Um importante
método de purificagdo, que pode ser aplicado de forma confidvel a diferentes familias de
proteinas, baseia-se em afinidades biologicas naturais entre as proteinas-alvo e seus

ligantes conhecidos (Khoury et al., 2015; Asliyuce et al., 2016). No presente estudo, esse



processo foi realizado com a cromatografia de afinidade em coluna contendo resina
quelante de niquel, pela presenca de histidina na proteina. Estudo de Kimple e
colaboradores (2013), corroboram com as escolhas feitas para o presente estudo, vez que
afirmam que a utilizacdo de proteinas marcadas com histidina, podem ser purificadas pela

interacdo com ions de Niquel.

Ensaios de reatividade de proteinas recombinantes, e um aspecto importante na
avaliacdo da eficacia do antigeno para testes, sejam em vacinas ou diagnostico. No
presente estudo, a proteina AOA059Y3U4 purificada, foi testada quanto a sua
antigenicidade contra soros infectados com o M. bovis. A reatividade de anticorpos contra
a proteina em soros infectados, remete a uma resposta imunolégica eficaz e, portanto,
denota potencial para producdo de vacina e/ou diagnostico. A avaliagdo da
imunogenicidade neste estudo, foi realizado pelo imunoensaio conhecido como Dot
blotting. Segundo Pinheiro et al., (2006), esse ensaio realizado sob membrana de
nitrocelulose, é um teste sensivel, especifico, além disso, possui baixo custo, de simples
e rapida interpretacdo, facil reprodutibilidade, com isso, ganha-se destaque frente a outros
testes classicos. Um dos intuitos das metodologias utilizadas no estudo, foi a reducdo de
custos, partindo desse principio, ressalta-se valores da membrana de nitrocelulose,
utilizada no Dot Blotting em comparacdo com a placa de poliacrilamida de 96 pocos,
empregada no ELISA (Pedrosa, 2021). Onde as membranas de nitrocelulose possuem
custo consideravelmente menores, ademais, sdo facilmente distribuidas por fabricantes
nacionais. De acordo, Camargo e colaboradores em 1992, uma das formas de acéo do Dot
Blotting é a identificacdo de anticorpos contra proteinas especificas. No presente estudo,
a proteina AOA059Y3U4 testada, apresentou padrdo de reatividade para todos 0s soros
testados, dessa forma, esse resultado de reatividade corrobora, com os achados da
bioinformaética, especialmente as predicGes de epitopos de célula B e o seu score de
antigenicidade, onde a proteina foi prevista como antigénica.

A vacinagdo contra 0 M. bovis é de interesse de muitos pesquisadores ao redor do
mundo. Muitas vacinas foram testadas, entretanto, poucas possuem resultados que
levaram a comercializagdo do imunogeno. Além disso, muitas vacinas comerciais ficaram
restritas em seus paises de desenvolvimento (Soehnlen et al., 2011; Dudek et al., 2021).
No Brasil, at¢ 0 momento ndo ha vacinas comerciais contra o patégeno (Massi, 2018).
Assim, a busca por desenvolver vacinas que seja eficaz contra 0 microrganismo e que

proteja o0 animal contra as diversas infeccOes que causa torna-se essencial. Além de



protecdo, é de grande importancia para a agropecudria brasileira, o desenvolvimento de
testes diagndsticos que facilitem a detec¢do de M. bovis circulante, conseguindo dessa
maneira, frear a disseminagdo com maior facilidade (Lagoni, 2013). Este estudo, possui
uma visao inédita, por se tratar das novas técnicas de vacinologia reversa, com a
associacdo da imunoinformatica, visto que os dados que se tem das vacinas testadas até o
momento nenhuma utiliza dessa tecnologia (Dudek et al., 2021). Investir nessa tecnologia
traz inimeros beneficios a producdo. O uso da bioinformatica tem avancado nos campos
do diagnostico e desenvolvimento de novas vacinas e farmacos, por se tratar de uma
técnica acurada, além de diminuir o tempo de procura pelos alvos por meio de suas
ferramentas, tornando o custo mais baixo, e possibilitando a escolha de proteinas que
sejam conservadas entre cepas distintas (He et al., 2010). Essa abordagem tem se
destacado nas novas descobertas de candidatos vacinais, a exemplo para Cystoisospora

suis (Palmieri et al., 2017) e Treponema pallidum (Kumar et al., 2017).

No presente estudo, foi possivel triar os proteomas de M. bovis com um ganho de
tempo consideravel, se comparado aos modelos tradicionais. Além disso, as proteinas
selecionadas como potenciais alvos a producédo de vacinas, foram preditas em consensos
por ferramentas de bioinformética como proteinas antigénicas com boa exposi¢do dos
seus epitopos para células B e T, importantes para a promog¢do memaria imunolégica.
Embora nédo se tenha atingido otimizacdo da expressdo com a proteina AOA059Y0B3,
ndo anula a importancia de prosseguir com o estudo em uma nova oportunidade. Contudo,
corroborando aos achados na primeira etapa, in vitro a proteina A0OA059Y3U4
demonstrou possuir sitios antigénicos, reagindo assim contra soros de animais infectados
por M. bovis. Com isso, abre-se margem para avancar com os estudos utilizando esta

proteina numa etapa de testes em animais.
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