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RESUMO

SANTOS JUNIOR, MANOEL NERES. Caracterizacdo da resposta imunolédgica a
infeccdo por Ureaplasma diversum em cultura de macrdfagos bovinos. 72 f. 2017.
Dissertacdo (Mestrado) — Instituto Multidisciplinar de Saude, Universidade Federal da Bahia,
Vitéria da Conquista, 2017.

Ureaplasma diversum é um agente patogénico oportunista que causa grave inflamacéo
no trato reprodutivo das vacas interferindo na reproducdo bovina. Assim, o objetivo deste
estudo foi avaliar a resposta imunoldgica gerada contra U. diversum em cultura de
macrofagos bovinos. Para isto, as cepas ATCC 49782 e IC-GOTA viaveis e inativadas pelo
calor e as suas respectivas lipoproteinas isoladas foram inoculadas em culturas de macrofagos
na presenga ou auséncia de bloqueadores de sinalizag¢éo do receptor tipo Toll (TLR) 2, TLR2 /
4 e do fator nuclear kappa B (NF-xB). A concentracdo de Oxido nitrico (NO) foi medida a
partir do sobrenadante das culturas e as células foram processadas para 0 ensaio qPCR e a
anélise da expressdo genetica da interleucina 1 beta (IL-1p), fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), TLR2 e TLRA4. As cepas ATCC 49782 e IC-GOTA (Incubacdo durante 6, 12 e 24
horas) e diferentes concentracdes de lipoproteinas (Incubagdo durante 2, 6 e 12 horas)
induziram maior expressao génica em relacdo a culturas ndo infectadas. Houve também
inducdo de secrecdo de NO, mostrando que esta substancia pode estar envolvida na
patogénese dessas bactérias. A inoculacdo de U. diversum em macrofagos bovinos na
presenca de blogueadores inibiu a expressédo de IL-1B ¢ TNF-a em todos os tratamentos.
Esses dados d&o fortes indicios de que U. diversum e suas lipoproteinas isoladas estimulam a
producdo de NO e interagem com TLR4 em um tipo de sinalizagdo envolvendo TLR2, essa
interacdo ativa NF-kB que por sua vez atua estimulando a expressdo de citocinas pro-
inflamatorias. Até a presente data ndo foram encontrados em bancos de dados trabalhos
avaliando a resposta imunologica gerada contra U. diversum em cultura de macrofagos
bovinos. Estes resultados podem contribuir para uma melhor compreensdo da atividade

imunomoduladora e da patogenicidade destes agentes infecciosos.

Palavras-chave: Ureaplasma diversum; macrofagos; NK-«B; TLR.



ABSTRACT

SANTOS JUNIOR, MANOEL NERES. Characterization of the immune response to
infection by Ureaplasma diversum in bovine macrophages. 72 f. Master’s Dissertation —
Multidisciplinary Institute of Health, Universidade Federal da Bahia, Vitoria da Conquista,
2017.

Ureaplasma diversum is an opportunistic pathogen that causes severe inflammation in
the reproductive tract of cows interfering with bovine reproduction. Thus, the objective of this
study was to evaluate the immunological response generated against U. diversum in bovine
macrophages culture. For this, the viable and heat-inactivated ATCC 49782 and IC-GOTA
strains and their isolated lipoproteins were inoculated into macrophage cultures in the
presence or absence of Toll-like receptor (TLR) 2, TLR2 / 4, and factor Nuclear kappa B (NF-
«B). The concentration of nitric oxide (NO) was measured from the culture supernatant and
the cells were processed for the gPCR assay and analysis of the gene expression of Interleukin
1 beta (IL-1p), tumor necrosis factor alpha (TNF-a ), TLR2 and TLR4. Strains ATCC 49782
and IC-GOTA (Incubation for 6, 12 and 24 hours) and different concentrations of lipoproteins
(Incubation for 2, 6 and 12 hours) induced greater genetic expression in relation to uninfected
cultures. There was also induction of NO secretion, showing that this substance may be
involved in the pathogenesis of these bacteria. Inoculation of U. diversum on bovine
macrophages in the presence of blockers inhibited the expression of IL-1B and TNF-a in all
treatments. These data give strong indications that U. diversum and their isolated lipoproteins
stimulate the production of NO and interact with TLR4 in a type of signaling involving TLR2,
this interaction active NF-«xB that in turn acts stimulating the expression of pro-inflammatory
cytokines . To date, no studies evaluating the immunological response generated against U.
diversum in bovine macrophages culture have been found. These results may contribute to a
better understanding of the immunomodulatory activity and the pathogenicity of these

infectious agents.

Keywords: Ureaplasma diversum; Macrophages; NK-«B; TLR.
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Introducéo

A interagdo patdgeno-hospedeiro permanece incompreendida para varios micro-
organismos. Para Mollicutes os estudos sdo ainda mais escassos, 0 que € justificado
pelas exigéncias nutricionais que estas fastidiosas bactérias exigem para crescimento,
tornando-as de dificil cultivo laboratorial. No entanto o estudo de Mollicutes é de
fundamental importancia, visto que essa classe de bactérias possuem espécies
patogénicas para homens e animais domésticos, incluido os rebanhos de importancia
econbmica para agropecuaria. A bovinocultura, em especial, € altamente prejudicada, as
perdas econdmicas envolvem a bovinocultura de corte e leiteira, sendo um grave
problema principalmente para o pequeno produtor rural que, normalmente, carece de
informacdes e tecnologias necessaria para detectar e controlar a infeccdo.

Dentre os Mollicutes que infectam bovinos destaca-se U. diversum. Esta espécie
do género Ureaplasma pode aderir a células do hospedeiro, competir por nutrientes,
interagir e liberar compostos metabolicos. Assim, colonizam o trato respiratorio e
reprodutivo estando associados a uma série de quadros infecciosos que levam a
infertilidade e ao aborto. Acredita-se que as interacdes iniciais de U. diversum com o
hospedeiro ocorram por meio de lipoproteinas associadas a membrana - LAMPs-
(MARQUES et al., 2016).

Apesar das caréncias de estudos envolvendo o papel das LAMPs na
patogenicidade de U. diversum para outras espécies da Classe Mollicutes, essas
moléculas tém sido correlacionadas com os processos de adesdo e invasdo celular. As
LAMPs, bem com o préprio micro-organismo, estabelecem interagdes com TLR, sendo
estas interagdes responsaveis por ditar a secrecdo de citocinas, incluindo as citocinas
pré-inflamatorias (MAJUMDER; ZAPPULLA; SILBART, 2014; WANG et al., 2016).
O sequenciamento do genoma de U. diversum revelou a existéncia de varios genes
relacionados a patogenicidade incluindo genes envolvidos na expresséo de lipoproteinas
(MARQUES et al.,, 2015; MARQUES et al., 2016). Investigar a interacdo de U.
diversum e suas LAMPs com TLRs é fundamental para o entendimento dos
mecanismos imunoldgicos relacionados a infeccéo por este patdégeno.

Neste sentido, estudos recentes realizados em nosso grupo de pesquisa por
Rezende (2016) mostraram aumento significativo da expressdo de TLR2, super-
expressdao do gene nlrc5 (receptor do tipo NOD com dominio CARDS5) e maior
producdo das citocinas IL-1p, IL-6 e TNF-a apds infeccdo de macr6fagos murinos por



U.diversum. Ainda foi verificada, por microscopia confocal, a internalizacdo dos micro-
organismos em blastocistos bovinos seguido da expressdo génica significativa de IL-1,
TNF-0 ¢ de TLR-2. Com base nestes resultados Rezende, (2016), sugeriu que 0
reconhecimento das LAMPs de U. diversum pelo TLR2 desencadearia uma cascata de
sinais que ativaria o fator de transcricdo NF-kB. Assim, pro-IL-1p, seria transcrito e
exportada para o citoplasma. A invasdo por U. diversum causaria a ativagdo de
receptores tipo NOD. Esta série de eventos levaria a montagem do inflamassoma, que
ditaria a formacdo de IL-1p ativa. O Inflamassoma também provocaria aumento da
sintese de prostaglandina. A associacdo desses fatores no ambiente uterino causaria o
ndo reconhecimento da gestacdo e a ndo ovulagdo. Assim, o objetivo deste trabalho foi
caracterizar a resposta imunolégica gerada contra U. diversum e suas LAMPs em
cultura de macrofagos bovinos, investigando o papel da sinalizacéo por TLR-2 e TLR-4

bem como o papel de NF-kB na expressao de IL-13, TNF-a e na produgdo de NO.



1 REVISAO DA LITERATURA
1.1 Bovinocultura e as doencas infecciosas

A bovinocultura tem fundamental importdncia para o0 setor agropecuario
brasileiro. Neste sentido, uma das grandes preocupacdes das pesquisas atuais € a busca
por alternativas de manejo nas diferentes categorias deste setor econdmico. Essa
abordagem, baseada na crescente producdo de carne e na atividade leiteira, objetiva
aumentar o rendimento econémico através da produtividade com qualidade (PORTELA
et al., 2015). Neste cenario, o Brasil se destaca por possuir um rebanho bovino estimado
em 194,84 milhdes de cabecas, sendo um dos maiores rebanho comercial do mundo
(PEREIRA et al., 2016; TUPY et al., 2015). Deste total cerca de 40,86 milhdes é de
aptiddo leiteira e 153,98 milhdes de aptiddo para corte (ANUALPEC, 2014).

Os avangos tecnologicos tém notavel participacdo no aumento da producao
bovina (STOCK et al., 2008). O uso da inseminacdo artificial, transferéncia de
embrides, producdo de embriBes in vitro e mais recentemente o uso da clonagem ou
transferéncia nuclear com células somaética trouxeram diversos beneficios a
produtividade dos rebanhos (SCHMIDT, 2007). Apesar dos avancos, estas técnicas nao
eliminam completamente a incidéncia de disturbios reprodutivos (TAVARES et al.,
2015). A compreensdo destes disturbios oscila em diversas esferas, dentre tais estdo o
manejo sanitario e as doencas infecciosas (DEL FAVA et al., 2003).

As doencas infecciosas afetam negativamente a producdo e sdo importantes
problemas para a pecuaria. Estas doencas estdo, geralmente, associados a prejuizos
como aumento na mortalidade de bezerros e vacas, custos com veterinarios e
medicamentos e transtornos reprodutivos (CARDOSO et al., 2000a; GAMBARINI et
al., 2009). Muitos destes transtornos sdo causados por micro-organismos da classe
Mollicutes. Estas bactérias invadem o trato genital de bovinos provocando lesoes,
levando a infertilidade e morte embrionaria, entre outras manifestagdes (PETIT et al.,
2008). Na Classe Mollicutes a espécie U. diversum € a Unica do género Ureaplasma que
infecta bovinos e tem sido isolado com frequéncia do sistema reprodutor e respiratorio
destes animais (ARGUE; CHOUSALKAR; CHENOWETH, 2013; CARDOSO et al.,
2000a; CARDOSO et al., 2000b; MARQUES et al., 2007; MARQUES et al., 2009).

Assim, este micro-organismo apresenta potencial para gerar desordens reprodutivas,



perda de peso e reducdo na producdo de leite. Estas desordens sdo associadas a

significativas perdas econdmicas (KUSILUKA et al., 2000).

1.2 A Classe Mollicutes

A Classe Mollicutes (Mollis = mole; cutes = pele) pertence ao Filo Firmicutes
sendo informalmente chamado de micoplasmas ou simplesmente molicutes. Esta Classe
é composta por cerca de 200 espécies e, em geral, aproximam-se das dimensdes dos
menores virus -0,2 a 0,4 um- (RAZIN, 1992; VOS et al., 2011). No total 14 géneros
formam a Classe dos Mollicutes: Mycoplasma, Ureaplasma, Entomoplasma,
Mesoplasma, Spiroplasma, Acholeplasma, Anaeroplasma, Asteroplasma, Erysipelotrix,
Bulleidia, Holdemania, Solobacterium, Eperythozoon e Haemobartonella — os géneros
Mycoplasma, Ureaplasma e Acholeplasma sdo conhecidos por conterem as espécies que
habitam os animais na condi¢cdo de comensais, saprofitos ou patégenos (RAZIN, 1985;
VOS et al., 2011).

A Classe Mollicutes aborda os menores micro-organismos de vida livre e
autorreplicaveis (NEIMARK, 1986; RAZIN; HAYFLICK, 2010). O pequeno tamanho
justifica o tardio isolamento dessas bactérias. (MOROWITZ, 2002; RAZIN, 1992).
Estes micro-organismos tém ampla distribuicdo na natureza e parasitam humanos,
animais, insetos e plantas (YOU; ZENG; WU, 2006). Nos animais tendem a colonizar
preferencialmente as superficies mucosas do trato respiratério, genital, orofaringeo,
oftdlmico bem como a glandula mamaria e articulacdo. Geralmente causam infeccéo
inaparente e persistente, mantendo um estilo de vida crénico e parasitario (RAZIN,
1995).

Mollicutes possuem essencialmente a membrana celular, ribossomos e uma
molécula circular de DNA dupla fita. (RAZIN; HAYFLICK, 2010). Apesar de, com
base na coloragdo de Gram, serem classificados como Gram-negativos, ndo apresentam
parede celular, sendo por isso pleomorficos. Esta caracteristica explica muitas
propriedades peculiares dos micoplasmas, tais como a sensibilidade ao choque osmético
e a detergente e resisténcia natural a antibidticos que agem na sintese de parede celular
(MCCORMACK, 1993; RAZIN, 1997; WAITES; CRABB; DUFFY, 2003;
WESTBERG et al., 2004). A falta de parede celular ndo esta condicionada a auséncia de
outras estruturas externa a membrana citoplasmatica, prova disso é a discricdo da

presenca de cépsula polissacaridica em bactérias desta classe (MARQUES, 2009), bem



como a presenca do gene da glicosiltransferase - associado com a producdo de capsula -
(MARQUES et al., 2015; MARQUES et al., 2016). Os Mollicutes parecem apresentar
uma Unica DNA polimerase, em contraste com as trés encontradas na Escherichia coli e
apenas uma a duas copias de genes de rRNA (MANILOFF, 1983; RAZIN, 1985).

A reproducdo dos molicutes procede-se por divisdo binaria, porém, formas
filamentosas multinucleadas ja foram descritas (PILO; FREY; VILEI, 2007; RAZIN;
YOGEV; NAOT, 1998). Em geral ndo possuem flagelos, no entanto, algumas espécies
exibem deslizamento sobre superficies liquidas ou apresentam contracdo celular que
resultam em movimento. O cultivo pode ocorrer em meio liquido ou s6lido. No meio
solido formam pequenas coldnias de 50 a 500 um que sdo visualizadas ao microscopio
eletrdnico. Em meio liquido, o crescimento provoca somente alteracdo no pH, revelado
por um indicador presente no meio de cultura (RAZIN, 1995), por ndo causar turvacao
ao meio sdo importantes contaminantes de culturas celulares (HAYFLICK;
STINEBRING, 1960; RAZIN; HAYFLICK, 2010). As faixas adequadas de temperatura
e pH estdo relacionadas com o ambiente encontrado no hospedeiro. Mollicutes que
infectam mamiferos e aves geralmente apresentam temperatura ideal de
aproximadamente 37°C (GARDELLA; DEL GIUDICE; TULLY, 1983). Em espécies
originarias de plantas e vertebrados o pH 6timo é de 7,4 e o crescimento ocorre entre 6,5
e 8,0. Ureaplasma sdo excecdes, sendo o pH étimo de 5,5 a 6,0 e seu crescimento
inibido em pH acima de 7,5 (RAZIN, 1997).

Com base na capacidade de metabolizar hidratos de carbono, os molicutes sdo
divididos em fermentadores, através da metabolizacdo de carboidratos, e em ndo
fermentadores, que possuem a via da arginina-deidrolase para obtencdo de adenosina
trifosfato — ATP - (OLSON et al., 1993). Ambas as vias podem ser utilizadas por alguns
micoplasmas, ainda, as vias metabdlicas variam entre as espécies (MILES et al., 1994).
Essas bactérias tém o ciclo de &cido tricarboxilico incompleto e também néo apresentam
quinonas e citocromos, descartando a possibilidade de fosforilacdo oxidativa eficaz
como um mecanismo de geracdo de energia (RAZIN; HAYFLICK, 2010). Ureaplasma
necessitam de ureia para produzir ATP através da hidrélise deste composto com
consequente liberacdo de aménia (BASEMAN; TULLY, 1997).

O tamanho do genoma varia entre os géneros de Mollicutes. Assim, estas
bactérias sdo classificadas em dois grupos: um composto pelos géneros Mycoplasma e
Ureaplasma, com cerca de 580 a 1350 Kpb, e o outro formado pelos géneros
Acholeaplasma, Spiroplasma e Anaeroplasma com 790 a 2200 Kpb (FRASER et al.,



1995). O cromossomo destas bactérias sdo estruturas dinamicas, ocorrendo
frequentemente rearranjos, insercfes e delecdes (FONSECA et al., 2007). Mollicutes
possuem genoma de tamanho reduzido como resultado de evolugdo degenerativa.
Apresentam alto teor de adenina (A) e timina (T) - 67% a 76% - e utilizam o codon
UGA (triptofano) com coédon de parada de traducdo (ROTTEM, 2003; ROTTEM,;
NAOT, 1998; WAITES, KEN; TALKINGTON, 2004). Como consequéncia da reducéo
de material genético houve perda de genes ndo essenciais, incluindo genes de sintese de
parede celular, catabolismo e passos metabdlicos (BORGES et al., 2007). Todos estes
fatores explicam o complexo requerimento nutricional, incluindo requerimento de
suplementos externos de muitos precursores biossintéticos como, por exemplo,
aminoacidos, nucleotideos e esterdis exdgenos sdo utilizados para seu crescimento in
vitro (PILO et al., 2005; RAMIREZ et al., 2008). Durante os Gltimos anos o genoma de
varias espécies de micoplasmas foi sequenciado, incluido o genoma de Mycoplasma
gallisepticum (PAPAZISI et al., 2003) Mycoplasma mébile (JAFFE et al., 2004);
Mycoplasma genitalium (HIMMELREICH et al., 1996), Mycoplasma hyopneumonia
(MINION et al., 2004), Mycoplasma mycoides subsp. Mycoides SC (WESTBERG et al.,
2004), Mycoplasma pulmonis (CHAMBAUD et al., 2001), Ureaplasma urealyticum
(GLASS et al., 2000) e U. diversum (MARQUES et al., 2015). O sequenciamento
revela genomas simples, contudo as doencas provocadas sdo complexas e relativamente
desconhecidas (BAILAO et al., 2007). Estas doencas geralmente envolvem fatores de

viruléncia capazes de mediar varios aspectos da patogenicidade.

1.2.1 Patogenicidade e viruléncia de Mollicutes

A maior parte dos molicutes vive como comensais e podem desenvolver relacéo
de simbiose com alguns artropodes (RAZIN; HAYFLICK, 2010). Infecgdes por
especies patogénicas raramente levam a morte, no entanto, em alguns casos, o quadro
clinico evolui para cronicidade (RAZIN et al., 1998). Essas bactérias colonizam o0s
tecidos do hospedeiro gerando resposta imunoldgica sistémica e local, algumas vezes
causam imunodepressao e doencas autoimunes (RAZIN et al., 1998). Vérias doencas de
etiologia desconhecida ja foram relacionadas com estas bactérias, incluindo o possivel
papel no agravamento da patogénese da Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida
(AIDS) e outras doencas, tais como a sindrome da fadiga cronica, doenca de Crohn, e
diversas artrites (CHEN et al., 2015; FU et al., 2013).



A base molecular da patogenicidade ainda ndo foi completamente elucidada.
Alguns estudos sugerem que o quadro clinico causado em humanos e animais é, em
partes, provocado pela resposta inflamatdria gerada pelo proprio hospedeiro (RAZIN;
HAYFLICK, 2010). Muitos estudos tém sido voltados para analise da superficie celular
destas bacterias. A membrana celular dos molicutes possui adesinas, LAMPSs e proteinas
variaveis de superficie (VSPs) que juntas representam importantes fatores de
viruléncias. Segundo Kahane e Razin (1969) os principais determinantes antigénicos
dos molicutes estdo localizados na membrana citoplasmatica (KAHANE; RAZIN,
1969).

1.2.1.1 Adesao

A adesd0 é uma caracteristica marcante dos molicutes. Estas bactérias aderem
firmemente aos revestimentos epiteliais das vias respiratorias ou urogenital, de onde
passam a competir por nutrientes e percussores biossintéticos. Tal competicdo pode
alterar a integridade e funcdo da célula hospedeira. A competicdo pela arginina por
espécies que ndo realizam fermentacdo, mas utilizam a arginina dihidrolase na geracédo
de ATP, reduzem as reservas do hospedeiro, alterando a sintese proteica, a divisdo
celular e o crescimento (RAZIN; HAYFLICK, 2010; ROTTEM; NAOT, 1998). Outros
mecanismos estdo envolvidos na competicdo por precursores de &cidos nucleicos ou
degradacdo do DNA. Desta forma os molicutes, em virtude de requerimentos
nutricionais e como consequéncia direta do tamanho de seu genoma, estabelecem uma
complementaridade metabdlica com o hospedeiro (VASCONCELOQOS et al., 2005).

A adesédo celular é um pré-requisito para a colonizagdo e para a infecgdo. A
perda da capacidade de adesdo por mutacdo resulta em perda de infecciosidade,
enguanto que a reversdo ao fendtipo citoaderente é acompanhada pelo retorno da
infecciosidade e da viruléncia. (BASEMAN; TULLY, 1997; BROWNING et al., 2011,
RAZIN; JACOBS, 1992). A invasao € um processo complexo que envolve adesinas de
micoplasmas e receptores celulares (SHAW; FALKOW, 1988). Uma vez aderido o0s
molicutes interagem com o0s receptores de membrana ou altera 0 mecanismo de
transporte das células hospedeiras tornando-as vulneraveis a metabolitos citotoxicos e a
atividade de enzimas citoliticas produzidas pelo patégeno (ROTTEM; NAOT, 1998;
SHAW,; FALKOW, 1988; RAZIN, 2005). As adesinas tornam o0s micoplasmas

extremamente especificos em relagdo aos tecidos que invadem.



Macromoléculas de diferentes molicutes foram identificadas e relacionadas a
adesdo celular, dentre estas estdo as proteinas P1 e P30 de Mycoplasma pneumoniae
(CHANG; JORDAN; KRAUSE, 2011; SETO et al., 2001), as proteinas Maal e Maa2
de Mycoplasma arthritidis (BIRD et al., 2008) e as proteinas GapA e CrmA de M.
gallisepticum (MUDAHI-ORENSTEIN et al., 2003). Em Mycoplasma bovis foram
identificadas a proteinas P26 (SACHSE et al., 1996), a-enolase (SONG et al., 2012) e
membros da familia VSPs com funcdo de adesdo (SACHSE et al.,, 2000). A
identificacdo dessas proteinas fornece subsidios para melhor compreensdo dos

mecanismos de patogénese destes molicutes (ZOU et al., 2013).

1.2.1.2 Invasao celular

A capacidade de invasao por alguns molicutes esta estritamente relacionada com
a adesdo celular (TAYLOR-ROBINSON; JENSEN, 2011; ROTTEM, 2002). Muitos
trabalhos sugerem que a invasdo confere protecdo contra o sistema imunoldgico
(AMORIM et al.,, 2014; MARQUES, et al., 2010; YAVLOVICH; TARSHIS;
ROTTEM, 2004). Este processo ja foi descrita para varias espécies dentre estas estdo a
invasdo celular por Mycoplasma penetrans, M. genitalium (DALLO; BASEMAN,
2000) e M. gallisepticum (WINNER; ROSENGARTEN; CITTI, 2000). Trabalhos
recentes comprovaram que U. diversum invadem células Hep-2 (MARQUES et al.,
2010) e espermatozoides bovinos (BUZINHANI et al., 2011). A invasdo celular € um
importante fator de viruléncia e pode ser considerada uma estratégia para persisténcia
em hospedeiros imunocompetentes, alem de lhes propiciar nutrientes essenciais
(ANDREEV et al., 1995). A localizagéo intracelular também protege os micoplasmas
contra a agdo dos antibidticos e podem ser responsaveis pela dificil erradicacdo dos
molicutes de culturas de células infectadas (RAZIN; HAYFLICK, 2010).

Abordagens visando explicar 0s mecanismos inerentes a invasdo mostraram que
0 plasminogénio exerce papel importante na invasdo por Mycoplasma fermentans.
Quando tratado com plasminogénio M. fermentans conseguiu invadir células HelLa, no
entanto, quando ndo tratado esta bactéria perde a capacidade de invasdo, mostrando a
dependéncia do plasminogénio no processo. (YAVLOVICH et al., 2004). A enzima
fosfolipases C, também esta relacionada no processo. Os molicutes utilizam fosfolipases

para clivar fosfolipidios de membrana e ter acesso ao citoplasma das células hospedeiras



(ANDREEV et al., 1995, ROTTEM; NAOT, 1998; SHIBATA; SASAKI;
WATANABE, 1995).

1.2.1.3 Lipoproteinas Associadas a Membrana (LAMPS)

Mollicutes possuem grande quantidade e diversidade de LAMPs, estas séo
consideradas os principais padrdes moleculares associados a patdégenos em varias
espécies (CHAMBAUD; WROBLEWSKI; BLANCHARD, 1999; YOU et al., 2006). A
membrana destes micro-organismos possui proteinas integrais e proteinas periféricas.
As proteinas integrais de membrana estdo incorporadas e intimamente relacionadas a
bicamada lipidica, sendo de dificil extracdo. Em contraste, as proteinas periféricas estdo
unidas a membrana principalmente por interacfes eletrostaticas e, portanto, podem ser
liberadas facilmente. Estas proteinas periféricas externas, designadamente LAMPSs pode
ser extraida por meio de Triton X-114 devido a sua caracteristica hidrofobica
(SHIBATA, et al., 2000).

As lipoproteinas estdo ancoradas no envelope celular dos micoplasmas no lado
externo da membrana plasmatica, possibilidade contato com o hospedeiro
(CHAMBAUD et al., 1999). A grande quantidade de LAMPs expressas é responsavel
por uma por¢do significativa da massa da membrana (CHAMBAUD et al., 1999;
HAYASHI; WU, 1990; SUTCLIFFE, 1995). A identificacdo dos genes de codificacdo
de LAMPs nos genomas revelou que o numero e diversidade destas moléculas é maior
do que se suspeitava anteriormente (MAJUMDER et al., 2014).

As LAMPs desempenham papel importante na infeccdo e na lesdo de dérgdos e
estédo envolvidas na ativacdo ou inibigédo da apoptose (HOPFE, 2008), na funcionalidade
do transportador ABC (SCHMIDT; BROWNING; MARKHAM, 2007), na viruléncia
de diferentes cepas (VILEI et al., 2000; VILEI; FREY, 2001) e na adesdo celular
(BOLLAND; DYBVIG, 2012; SACHSE et al., 2000).

1.2.1.4 Proteinas variaveis de superficie (VSPs)

Adicionalmente, os micoplasmas possuem lipoproteinas que sdo VSPs, pois
sofrem constantes variacbes (CHAMBAUD et al., 1999; DAVIS; WISE, 2002). Uma
variedade de mecanismos esta envolvida nestas varia¢fes antigénica, incluindo variagédo

de fase (ROSKE et al., 2001); variacdo no niimero de repeticGes em tandem no terminal
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carboxilico (SIMMONS; DYBVIG, 2003; TU et al., 2005), mascaramento por outro
antigeno de superficie (ZHANG; WISE, 2001) e protedlise especifica de regides da
lipoproteina (DAVIS; WISE, 2002).

Molicutes patogénicos utilizam estes mecanismos para uma adaptacédo rapida as
mudancas do microambiente. A modificacdo dos principais antigenos de membrana
fornece uma saida eficaz da rapida destruicdo pelo sistema imune do hospedeiro
(CARTNER et al., 1996). Segundo Razin et al. (1998) e Yogevet et al. (2002) Este
mecanismo compensa a sensibilidade a lise por anticorpos e sistema complemento
ocasionada pela auséncia da parede celular.

A relacdo das variagdes antigénicas com a fuga do sistema imunolégico ndo se
aplica a todos Mollicutes. Jensen et al. (1998) verificaram que Mycoplasma hominis n&o
apresentaram nenhuma variacdo antigénica no decorrer do tempo quando avaliada em
um mesmo individuo. Em contraste, isolados obtidos de pacientes diferentes mostraram
um grau elevado de variacdo. Assim, a variagdo antigénica em M. hominis parece ser
um meio de adaptacdo a um hospedeiro especifico, e ndo uma forma de escapar da
resposta imunolégica. Desta forma, a variacdo de proteinas de superficie pode ser
considerada um mecanismo mais geral. Este ponto de vista é suportado pelo fato de que
a variacdo da superficie também ocorre em micro-organismos que ndo sao expostas ao
sistema imunoldgico do hospedeiro (DEITSCH; MOXON; WELLEMS, 1997).

1.2.1.5 Alguns aspectos da resposta contra Mollicutes

Os TLRs sdo os receptores de superficie celular de macréfagos para LAMPs de
Mollicutes (RAWADI, 2000). Estes receptores sdo altamente conservados entre
vertebrados e invertebrados (ROCK et al., 1998; BUWITT-BECKMANN et al., 2005;
SHIMIZU; KIDA; KUWANO, 2005). De modo geral as intera¢fes dos TLRs (dominio
extracelular) com seus ligantes levam ao recrutamento intracelular de moléculas
adaptadoras com dominio N-terminal TIR, tais como o fator de diferenciacdo mieldide
88 (MyD88) e a proteina adaptadora capaz de induzir interferon-8 (TRIF). Este
processo resulta no recrutamento de proteinas da familia de quinases associada a
receptor de interleucina (IRAK) e do fator associado a receptor TNF (TRAF) gerando a
ativacdo de proteina quinase ativada por mitdgeno (MAPK), JUN N-terminal (JNKS),
proteina quinase 38 (p38) e quinase reguladora por estimulo extracelular (ERK). Esta

sinalizacdo culmina na ativacdo de fatores de transcri¢do incluindo NF-xB e proteina
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ativadora-1 (AP-1) que sdo essenciais para a inducdo da resposta imune inata e
adaptativa (AKIRA, 2006; KAWAI; AKIRA, 2007). No total 13 TLRs ja& foram
identificados em mamiferos e sdo criticos na sinalizacdo por padrdes moleculares
associados a patdgeno, tais como lipopolissacarideo (LPS), peptideoglicanos e LAMPs
(AKIRA et al., 2001; KAWAI; AKIRA, 2010).

Resultados obtidos por Schroder et al. (2004) mostraram que a resposta celular a
LAMPs de molicutes é facilitada pela molécula de superficie monocitaria CD14
(Cluster de Diferenciacdo 14). Adicionalmente, a LBP (Proteina de ligante de LPS)
também esta envolvida na inducdo de citocinas por LAMPs. O mecanismo possivel é
que as lipoproteinas sejam ligadas ao LBP e transferidas para CD14, o complexo
LAMPs-LBP-CD14 facilita o reconhecimento destes por TLR2 em sinergia com TLR6.
Apesar dos estudos de Schroder et al. (2004) as vias de sinalizacdo, induzidas por
LAMPs parece variar entre as espécies. Para diferentes Mollicutes a sinalizacdo é
mediada por diferentes TLRs agindo na ativacdo de NF-xB AP-1 culminando na
producédo de citocinas (GARCIA et al., 1998; RAWADI et al., 1999). Geralmente a
ativacdo de NF-xB e AP-1 ocorrem através de uma via dependente de MyD88 (HE et
al., 2009). O gene da IL-1p, regulada pela via de sinalizagdo NF-kB, ¢ um importante
gene associado a inflamacdo que € superespresso durante muitos tipos de infeccdo
patogénica (ARTHUR; LEY, 2013; KAWAI; AKIRA, 2007).

A interacdo de Molicutes com TLRs estimulam mondcitos, macréfagos e
astrocitos cerebrais e induzem a secre¢do de citocinas pro-inflamatérias tais como TNF-
a, IL-1 e IL-6, quimiocinas, tais como IL -8, proteina quimioatraente de mondcitos-1
(MCP-1), proteina inflamatdria de macrofagos-la (MIP-1a), fator estimulador de
colbnias de macrofagos e granulécitos (GM-SFs), bem como prostaglandina e NO
(RAZIN et al., 1998). Estas moléculas estdo associadas a forte resposta inflamatoria.

No entanto, além de desencadear a producédo de citocinas pro-inflamatorias, As
LAMPs também podem regular de forma descendente a inflamagdo. Como postulado,
LAMPs derivados de M. fermentans induz producdo de IL-10 em mondcitos humanos
(RAWADI; ROMAN-ROMAN, 1996). A IL-10 tem como -caracteristica regular
negativamente a resposta imunolégica (ROTTEM, 2003).

Quanto ao desenvolvimento da resposta imunologica foi verificado que em
frangos infectadas com M. gallisepticum ocorre uma resposta inicial dominada por
linfocitos CD8 +, que, apds a primeira semana, sdo gradualmente substituidos por
linfécitos CD4 +, e mais tarde predominam os linfécitos B (GAUNSON et al., 2006),
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sugerindo o desenvolvimento de uma resposta adaptativa cronica. Outros estudos
apontam que varias espécies de micoplasmas sdo ativadores policlonais de linfécitos B
e linfocitos T in vivo e in vitro com consequente secrecdo de imunoglobulinas,
opsonizacao por anticorpos e sistema complemento além da formacéo de infiltrado com
presenca de neutrdfilos e macrofagos nos locais de infeccdo (SIMECKA et al., 1993;
HWANG et al., 2008; REYES et al., 2006; THANAWONGNUWECH et al., 2001).

1.2.2 Ureaplasma diversum

O género Ureaplasma contém micro-organismos que infectam animais e
humanos. Por pertencerem a classe dos Mollicutes os ureaplasmas compartilham as
caracteristicas gerais desta Classe. Assim, Ureaplasmas sdo pleomdrficos,
microaerofilas e possuem temperatura Otima de crescimento de 37°C, mas podem
crescer entre 22°C e 42°C. O pH ideal de crescimento varia de 5,5 a 6,0. Em meio sélido
produzem col6nias de 15 a 60 um. A producdo de amdnia através da hidrolise da uréia é
uma caracteristica marcante dos ureaplasmas e os diferenciam de outras bactérias
(PARALANOQV et al., 2012; RAZIN; HAYFLICK, 2010).

U. diversum é um micro-organismo intracelular facultativo e, como acontece em
outros molicutes, a doenga causada é multifatorial (BUZINHANI et al., 2011,
SANDERSON; CHENOWETH, 1999). Geralmente é isolado do trato genital de
bovinos e provoca disturbios genitais (BUZINHANI et al., 2011; MARQUES et al.,
2009). Apesar de ndo possui parede celular, externamente a membrana citoplasmatica
de U. diversum h& uma capsula formada por arabinose, xilose, manose, galactose e
glicose. O sequenciamento do genoma de U. diversum identificou um genoma de 973,
501 bp com genes envolvidos na formacao da capsula e de outros fatores de viruléncia
(MARQUES et al., 2016).

A infeccdo por estas bactérias ndo esta condicionada a presenca de
sintomatologia clinica, visto que os primeiros isolados foram em vacas aparentemente
sadias (TAYLOR-ROBINSON; HAIG; WILLIAMS, 1967). No entanto, atualmente ha
varios estudos associando U. diversum a uma série de disturbios reprodutivos em
bovino (BUZINHANI et al., 2007; BUZINHANI et al., 2011; CARDOSO et al., 2000a;
CARDOSO et al., 2000b; MARQUES et al., 2009; MAUNSELL; DONOVAN, 2009).
U. diversum é considerado um patdgeno oportunista encontrado nas mucosas e

secrecBes da vulva, vagina e Ubere, associado & ocorréncia de graves quadros
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inflamatdrios (CARDOSO et al., 2000a; CHELMONSKA-SOYTA, A. et al., 2001). A
severa vulvovaginite granular, salpingite, endometrite, mastite, placentite e alveolite
fetal ocasionada muitas vezes resultar em aborto ou nascimento de bezerros fracos
(CARDOSO et al., 2000b; HOWARD; GOURLAY; BROWNLIE, 1973; PETIT et al.,
2008; RAE et al., 1993; ROTTEM, 2003). A liberacdo de amonia pela hidrolise da
ureia, por uma uréase, provavelmente afeta tecidos adjacentes aos ureaplasmas. Além
disso, quando infecta um tecido, estas bactérias induzem a redugdo de prostaglandina
pelas células do endométrio. As prostaglandinas sao necessarias para a implantacdo e
manutencdo da gestacdo (KIM; QUINN; FORTIER, 1994).

Com relagcdo a prevaléncia Petit et al. (2008) observou a presenca de U.
diversum em 12% de amostras de swab cervical e em 36% de swab vaginal de vacas.
No Brasil, A presenca de U. diversum variou de 23% a 52,9% em rebanhos que
apresentavam problemas reprodutivos, sendo de 38,8% a prevaléncia em vacas que
apresentavam vulvovaginite (BUZINHANI et al., 2007; CARDOSO et al., 2000a;
CARDOSO et al.,, 2000b). Apesar de pouco explorado, U. diversum pode estar
relacionado com distarbios respiratorios. No Brasil, Marques et al. (2007) detectaram
este micro-organismo em 8,22% das amostras de muco nasal de bezerros sadios e em
31,6% de amostras coletadas em animais apresentando disturbios respiratorios.

Em touros U. diversum estd envolvido em casos de vesiculite seminal,
balanopostite, epididimite e outras patologias por alteracbes morfoldgicas e funcionais
nos espermatozoides (BUZINHANI et al., 2011; HOBSON; CHOUSALKAR,;
CHENOWETH, 2013). Um das principais formas de transmisséo é o contagio direto
pelo coito, onde touros infectados disseminam por meio da monta natural ou
inseminacdo artificial (BRITTON et al, 1987; MILLER et al., 1994). Assim
espermatozoides infectados sdo importantes formas da transmissdo dos agentes.

Invasdo celular por U. diversum j& foi descrita. Marques et. al., (2010),
utilizando Microscopia Confocal, detectaram invaséo de U. diversum em células Hep-2
um minuto apds a infeccdo, observacdes feitas apds 3, 8 e 12 horas detectaram micro -
organismos em torno das regiGes perinucleares. A deteccdo de U. diversum
internalizados em espermatozoides bovinos descrita por Buzinhani et al. (2011) enfatiza
0 papel desses micro-organismos na reducdo da motilidade espermatica, vesiculite
seminal e epididimite.

Estudos avaliando a capacidade U. diversum induzir apoptose celular

verificaram que apos inoculagdo em cultura de células Hep-2 o numero de células
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apoptoticas foi maior do que as células nédo infectadas. No entanto, o nimero de células
apoptéticas diminuiu ao longo do tempo. Tal reducdo pode estar relacionada com a
persisténcia deste micro-organismo no ambiente intracelular no qual pode ser protegido
dos fatores imunitarios do hospedeiro (AMORIM et al., 2014).

A capacidade de induzir a producdo de citocinas, tais como TNF-a IL-1 e NO
revela o potencial de U. diversum na geragdo de resposta inflamatoria.
(CHELMONSKA-SOYTA et al., 1994; SILVA et al., 2016). Na literatura atual ndo ha
pesquisas correlacionando a interacfes de LAMPs deste micro-organismo com TLRs
durante a infeccdo. No entanto o sequenciamento do genoma de U. diversum revelou a
presenca de genes codificadores de um grande numero de lipoproteinas e genes
responsaveis por variacdo antigénica (MARQUES et al., 2015; MARQUES et al.,
2016). Assim estes estudos dao indicio de que LAMPs podem desempenha importante
papel durante a infeccdo e no desencadeamento dos fatores de viruléncia e

patogenicidade de U. diversum.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Caracterizar a resposta imunolégica gerada contra U. diversum e suas LAMPs em

cultura de macrofagos bovinos.

2.2 Objetivos especificos

e Caracterizar LAMPs de U. diversum e verificar seu papel na inducdo da
expressao de genes pro-inflamatérios.

e Analisar a expressdo de genes envolvidos na resposta inflamatoria em
macrofagos bovinos infectados com diferentes inoculos de U. diversum e
diferentes concentracdes de LAMPs.

e Determinar o papel de TRL2, TLR4 e NF-kB durante a infec¢do de cultura de
macrofagos infectados por U. diversum e suas LAMPs.

e Verificar a inducéo da producdo de NO em macréfagos bovinos.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1  Micro-organismos

Duas cepas de U. diversum foram utilizadas: um isolado clinico obtido do muco
vulvo-vaginal de uma fémea bovina em Sdo Paulo (IC-GOTA) e a cepa de referéncia
ATCC (49782). Os micro-organismos foram gentilmente doados pelo Laboratorio de
Micoplasmas do Instituto de Ciéncias Biomedicas — Universidade de S&o Paulo.

3.2  Cultivo de U. diversum

As cepas foram cultivas em Meio Ureaplasma (UB) (RUHNKE e ROSENDAL,
1994), liquido e sélido. Os subcultivos foram realizados inoculando-se 1 mL do estoque
congelado a -70°C em 9 mL de meio liquido, incubados a 37°C, em aerobiose. As
culturas foram separadas em aliquotas de 1 mL e congeladas a -70°C. Foi realizada PCR
espécie-especifica com os primers UD3 e UD4 para confirmagdo da espécie U.
diversum (CARDOSO et al., 2000a). Cada aliquota de bactéria estocada foi novamente
subcultivada em 9 mL em caldo UB e expandidas até o volume final de 200 mL. O
crescimento foi caracterizado pela alcalinizacdo do meio pela hidrolise da ureia
utilizando-se como indicador de pH o vermelho de fenol. No meio sélido, observou-se a
formagdo de pequenas colbnias granulosas com aproximadamente 500 pm e de
coloracdo marrom escuro, resultante da precipitacdo de cations de manganés pela
atividade da urease (RUHNKE e ROSENDAL, 1994).

A quantificacdo do indculo bacteriano (10°, 10° e 10* Ureaplasma/mL para
ATCC 49872 e 10°, 10* e 10 Ureaplasma/mL para IC-GOTA) foi realizada por
diluicdo decimal para a determinagdo da Unidade de Mudanga Colorimétrica (“Color
Change Unit” - CCU). Tal método consiste no cultivo em diluicdo decimal seriada em
meio liquido com o indicador colorimétrico para mensurar os titulos de crescimento do
micro-organismo. A Ultima diluicdo que apresenta crescimento é considerada como
CCU. (TAYLOR-ROBINSON, 1983). Parte do in6culo (referente ao maior CCU de
cada cepa) foi destinada a inativacdo de calor em banho-maria a 100 ° C por 30

minutos.

3.3 Extracéo e purificacao de lipoproteinas associadas a membrana
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A preparacdo das LAMPs seguiu a metodologia descrita por He et al. (2009).
Duzentos mililitros de U. diversum (CCU de 10* ureaplasma/mL) foi centrifugado a
1500 rpm por 30 minutos a 4 °C, sendo o sedimento lavado 2 vezes em PBS (1x) e em
seguida, novamente centrifugado 15000 rpm, 15 minutos a 4°C para remoc¢do do meio
de cultura. Apos lavagem o sedimento foi ressuspendido em 5 mL de Tris-EDTA,
seguido da adigdo de Triton TX-114 a uma concentracdo final de 2%. Apos
homogeneizacdo a mistura foi incubada a 48°C por 60 minutos para formagéo do lisado.
O lisado foi incubado a 37 °C durante 10 minutos para a separacdo das fases. Apds
centrifugacdo a 14000 rpm a 25°C durante 20 minutos, a fase aquosa superior foi
removida e a fase organica foi completada para o volume de 1 mL por adigédo de tris-
EDTA. Posteriormente foi adicionado de 2,5 ml etanol (gelado s -4°C) e deixado
overnight a -20°C, para ocorrer a precipitacdo das LAMPs. O material precipitado foi
centrifugado a 15000 rpm por 15 minutos a 4 °C e o excesso de alcool foi
intencionalmente evaporado. As LAMPs foram ressuspendidas em PBS (1x) e estocadas
a -80°C para experimentos posteriores.

3.4 Quantificacéo das lipoproteinas associadas a membrana

A quantificacdo das LAMPs foi realizada pelo ensaio fluorimétrico Qubit® 2.0
(Invitrogen), de acordo com as instru¢fes do fabricante. Resumidamente, para cada
microtubo, foram adicionados 10ul mais 190 pL de solugdo de trabalho do Qubit
contendo o reagente fluoroforo. Estes foram agitados e incubados a temperatura
ambiente por 15 minutos; e em seguida, a leitura da absorbancia das amostras foi
realizada de acordo com as instrucdes do fabricante. A leitura de um branco, contendo
apenas PBS (1x) foi realizada de maneira similar as amostras. Ja a curva padrdo foi
obtida através da leitura de trés padrdes contidos no kit, preparados também de forma
semelhante, sendo volumes do padrdo del0 pL e da solucdo de trabalho do Qubit de
190 pL.

3.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

O gel de separacéo foi preparado com acrilamida/bisacrilamida 12% em tampé&o
contendo 2 mL de Tris/HCI (pH 8,8); 100uL de SDS 10%; 3,35 mL de 4gua destilada;
50uL de persulfato de amonio (0,1g/mL) e SuL. de TEMED. No gel de empilhamento os
constituintes foram ajustados para formulacdo de um gel de acrilamida/bisacrilamida
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5% (2M/ 0,02 M). Os géis foram aplicados na cuba e apos solidificacdo 0s pocos
formados foram cobertos com solugdo tampdo de corrida preparado com
Tris/Glicina/SDS (0,3 M/2,87M/0, 052M) em 4agua destilada como descrito por
Laemmli (1970). Dez microlitros de cada amostra (23,0 pug/mL de LAMPSs de ambas as
cepas) foram dissolvidos em mesmo volume de solucéo tampao (Tris pH 6, 8; Glicerol;
SDS; B-mercaptoetanol; Bromofenol Blue; H20 destilada) em seguida, aqueceu-se a
100°C em banho-maria por 5 minutos. Foram injetados 15 pL de amostra por pogo.
Como padrao foi utilizado o marcador de peso molecular Novex Protein. A voltagem
utilizada foi de 80 V no gel de empilhamento e de 200 V no gel de separacdo. Apos o
fim da corrida o gel foi retirado da cuba e transferido para um recipiente contendo a
solugdo corante (1g de azul brilhante de; 400 mL de metano; 100 mL de &cido acético e
500 mL de &gua destilada) e deixado em agitador por 30 minutos a 50°C. Em seguida,
removeu-se a solucdo corante e a solucdo descorante foi adicionada (500 mL de
metanol; 200 mL de &cido acético e agua destilada suficiente para 1.300 mL). O gel
permaneceu na solucdo descorante overnight e posteriormente foi analisado quanto a

presenca de bandas.

3.6 Infeccdo de mondcitos bovinos

3.6.1 Coleta de sangue periférico bovino

Coletas de sangue periférico bovino foram realizadas por médico veterinarias
certificado e de acordo com as disposicdes de ética para pesquisa animal. O estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais do Instituto multidisciplinar em
salde — da Universidade Federal da Bahia n® 027/2015. As amostras foram coletadas em
tubos vacutainer com EDTA através de puncao venosa da veia jugular (GONDAIRA et
al., 2015). As amostras foram imediatamente levadas ao laboratorio e processadas para

isolamento de mondcitos.

3.6.2 Isolamento de mondcitos bovinos

O sangue periferico foi diluido na proporcao 1:1 com PBS (1x; pH 7,4) e 10 mL
da diluicdo foram adicionadas sobre 3 mL de Ficoll-Histopaque (densidade: 10771)

formando a barreira do Ficoll -Histopaque. O material foi centrifugado a 2500 rpm a
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temperatura ambiente por 20 minutos e as células mononucleares, presentes na interface
Ficoll/plasma, passaram por 2 lavagens com PBS (1x) e foram centrifugadas a 1250
rpm por 10 minutos. Para isolamento dos mondcitos as células mononucleares foram
ressuspendidas em uma solucédo A (5 mL de RPMI contendo 10% de soro fetal bovino)
e esta solucdo foi lentamente adicionada a 5 mL de solugdo B (5 mL de RPMI +
4,75mL de Percoll + 0, 325 mL de PBS 10x). Esta mistura foi centrifugada por 30
minutos, 1500 rpm, 20°C. Os mondcitos presentes na interface formadas entre as
solucdes foram coletados e o pellet contendo os linfocitos foi desprezado. A contagem
das células foi realizada em camara de Newbauer e a viabilidade celular foi avaliada
com Azul de Tripan 0,1%. Apds contagem a concentracdo celular foi ajustada para
4x10° célula/mL por meio da adicido PPMI suplementado (10% de soro fetal bovino. 100
U/mL de penicilina e bicarbonato) (CRUZ, 2010). As culturas foram utilizadas 24 horas
apos o isolamento. A diferenciacdo de mondcitos em macrofagos aderentes foi
confirmada por microscopia (ALMEIDA et al., 1992; GONDAIRA et al., 2015).

3.6.3 Inoculacédo de macrofagos com U. diversum e lipoproteinas

Macroéfagos bovinos foram incubados com as cepas ATCC 49782 e IC-GOTA
viaveis e inativadas (100°C por 30 minutos) e em diferentes CCUs (10° 10° e 10*
Ureaplasma/mL para ATCC 49782 e 10°, 10* e 10° Ureaplasma/mL para IC-GOTA). As
células também foram incubadas com LAMPs de ATCC 49782 e IC-GOTA nas
concentracdes de 0,5; 1,0; 1,5; e 2,0 ug/mL. Todos os tratamentos foram incubados em
diferentes tempos. Como controle negativo os macréfagos foram inoculados com 100
puL de PBS (1x). O controle positivo consistiu na inoculagdo de 100pug/mL de LPS na
cultura. Apds o tempo de cultivo o sobrenadante dos pogos foi congelado a -70 °C para
realizacdo da dosagem de NO. As celulas foram lavadas removidas da placa de cultivo

ressuspensa em RNAlater™ e congeladas a -70 ° C para posterior extracdo de RNAm.

3.6.4 Inibidores de sinalizacéo

Os macréfagos bovinos foram incubados com as cepas ATCC 49782 (10°
Ureaplasma/mL) e IC-GOTA (10° Ureaplasma/mL) e com as LAMPs (2,0 pg/mL) na
presenca de inibidores de sinalizacdo (MAJUMDER et al., 2014). Os inibidores da
sinalizacdo de TLR-2/4 (OxPAPC), de TLR-4 (CLI-095) e de NF-kB (Celastrol) foram
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adquiridos da Invivogen (Invivogen, San Diego, CA) e utilizados conforme as
instrucGes do fabricante. Resumidamente as células foram co-incubadas com 30 pg/mL
de OXPAPC e U. diversum ou LAMPs durante 6 horas. Para o CLI-095 as células foram
previamente pré-incubadas com 1 ug/mL de inibidor por 6 horas com posterior
inoculacdo de U. diversum ou LAMPs por mais 6 horas. Para o Celastrol (5 uM),
macrofagos bovinos foram pré-incubado durante 30 minutos e posteriormente foi
inoculado U. diversum ou LAMPs seguido de incubagdo por 6 horas. Para controle
negativo as células foram co-incubadas com 100 puL PBS (1x) e o controle positivo

consistiu na inoculacéo das cepas ou LAMPs em cultura na auséncia de bloqueadores.

3.6.5 Extragdo de RNAm

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

imediatamente processado para sintese de DNAC.

3.6.6 Sintese de DNA complementar (DNACc)

A sintese de DNAc foi realizada por meio da reacdo de transcriptase reversa
utilizando o kit SuperScript 111 Reverse Transcriptase (Invitrogen- Life Technologies).
Ao RNAmMm foi adicionado um mix A (1 pL de oligo dT, 1 pL de dNTP (10 mM) e &gua
livre de RNase para um volume final de 12 pL) e depois incubado a 60 °C por 1 minuto
seguido de centrifugacdo de 14000 rpm por 30 segundos. Posteriormente foi adicionado
0 mix B (1 pL de tamp#&o 10X First-Strand, 2 pL de DTT, 1 pL de RNaseOUT™, 1 pL
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de SuperScript™ III RT) e as amostras incubadas em termociclador a 50 °C por 60
minutos e 70 °C por 15 minutos. O DNAc foi armazenado a -70 °C para posterior
analise da expressao génica.

3.6.7 Expressao génica de marcadores inflamatorios

A partir do o DNACc sintetizado, foi realizado RT2 gPCR Primer Assay, com
primers especificos para avaliar a expressao génica das citocinas IL-1p ¢ TNF-a ¢ dos
TLRs 2 e 4. A reacdo foi realizada por meio do StepOnePlus Real-Time PCR System
(Applied Biosystems, Brasil) com SYBR Green (Qiagen-SABioscience, Brasil) e
utilizando o programa recomendado pelo fabricante. A curva de Melting foi avaliada ao
final da reacdo para observar a especificidade da amplificacdo. Os dados foram
analisados pelo método comparativo (2**“") e a normalizagéo foi realizada com base na
expressao de GAPDH.

3.6.8 Dosagem de Oxido nitrico

Para a dosagem do NO, foi utilizada a reacdo colorimétrica de Griess, que
consiste na deteccdo de nitrito (NO?), resultante da oxidagdo do NO nos sobrenadantes
de cultura previamente coletados. Adicionou-se a uma microplaca 50pl do sobrenadante
de culturas, seguido do mesmo volume do reagente de Griess (composto 1:1
sulfanilamida 1% diluida em H3PO,4 2,5% e de N-1-naphtylethtylenodiamina, também
diluido em solucdo de H3PO4 a 2,5%). Na mesma placa, para confec¢do da curva
padrdo, uma solucdo de nitrito de sddio na concentracdo inicial de 200uM passou por
diluicGes seriadas (fator 2) em meio RPMI. Ap0s incubacdo da placa por 10 minutos, a
leitura no espectrofotdmetro foi realizada a 440 nm. A absorbancia das diferentes
amostras foi comparada com a curva-padrdo de NaNO, cujos valores utilizados para
calculo foram de 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56 € 0,78 uM.

3.7 Andlise estatistica

Os resultados foram representados como média mais desvio padrdo. As
comparagOes multiplas foram realizadas utilizando o teste ndo paramétrico de Kruskal-

Wallis seguidos do pds-teste de Dunn. Todas as analises foram feitas com o auxilio do
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software GraphPad-Prism (GraphPad Software, san Diego, CA-USA). Foram
consideradas estatisticamente significativas as diferencas que apresentaram valores de p
igual ou menor a 0,05, utilizando intervalo de confianca de 95%.
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Resumo
Ureaplasma diversum é um agente patogénico oportunista que causa grave inflamagdo no

trato reprodutivo das vacas, interferindo na reproducgédo bovina. Assim, o objetivo deste estudo
foi avaliar a resposta imunoldgica gerada contra U. diversum em cultura de macrdfagos
bovinos. Para isto, as cepas ATCC 49782 e IC-GOTA viaveis e inativadas pelo calor bem
como suas respectivas lipoproteinas isoladas foram inoculadas em culturas de macr6fagos na
presenca ou auséncia de bloqueadores de sinalizacdo do receptor tipo Toll (TLR) 2, TLR2 / 4
e do fator nuclear kappa B (NF-kB). A concentragdo de 6xido nitrico (NO) foi medida a partir
do sobrenadante da cultura e as células foram processadas para o ensaio qPCR e a analise da
expressao génica da interleucina 1 beta (IL-1pB), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), TLR2
e TLR4. As cepas ATCC 49782 e IC-GOTA (Incubacdo durante 6, 12 e 24 horas) e diferentes
concentracdes de lipoproteinas (Incubacéo durante 2, 6 e 12 horas) induziram maior expressdo
génica em relacdo a culturas ndo infectadas. Houve também inducdo de secrecdo de NO,
mostrando que esta substancia pode estar envolvida na patogénese dessas bactérias. A
inoculacdo de U. diversum em macréfagos bovinos na presenca de blogueadores inibiu a

expressao de IL-1B ¢ TNF-a em todos os tratamentos. Esses dados ddo fortes indicios de que
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U. diversum e suas lipoproteinas isoladas estimulam a producdo de NO e interagem com
TLR4 em um tipo de sinalizacdo envolvendo TLR2, essa interacdo ativa NF-kB que por sua
vez atua estimulando a expressdo de citocinas pro-inflamatérias. Até a presente data nédo
foram encontrados trabalhos avaliando a resposta imunoldgica gerada contra U. diversum em
cultura de macrofagos bovinos. Estes resultados podem contribuir para uma melhor

compreensdo da atividade imunomoduladora e da patogenicidade destes agentes infecciosos.

Palavras-chave: Ureaplasma diversum; macréfagos; NK-kB; TLR.
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Introducéo
U. diversum pertencente ao género Ureaplasma e é conhecido por causar infecgdes no

trato respiratorio e genital bovino [1-3]. Este micro-organismo pode estar associado em
patogenias como vulvite granular, endometrite, alveolite fetal, infertilidade e aborto em
fémeas. Em machos U. diversum pode infectar, invadir e promover alteracbes morfoldgicas
em espermatozoides [4,5]. Além disso, a sua capacidade de invasdo celular [4-6], associada a
modulacdo dos mecanismos de induc¢éo e inibicdo de apoptose podem estar relacionados com
a persisténcia deste micro-organismo no ambiente intracelular e na protecdo contra a acao dos
antimicrobianos e dos fatores imunitarios do hospedeiro [7].

U. diversum apresenta genoma de tamanho reduzido, com cerca de 975,425 pbs [8]. O
pequeno genoma, assim como em outro Molicutes, tem como consequéncia a auséncia de
genes ndo essenciais, incluindo genes de sintese de parede celular, catabolismo e passos
metabolicos [8-10]. Isso explica o complexo requerimento nutricional, fazendo com que
varios nutrientes e percussores biossintéticos sejam extraidos do hospedeiro [8-12]. A
espoliacdo de nutrientes associado a producdo de amdnia pela hidrélise da adenosina
trifosfato (ATP) consiste em importantes fatores de viruléncia dos ureaplasmas [8-14].

De modo geral, Mollicutes possuem grande quantidade e diversidade de lipoproteinas
associadas a membrana (LAMPs). As LAMPs sdo consideradas os principais padrdes
moleculares associados a patégeno [15-17] e podem ser extraidas por meio de Triton X-114
devido a sua caracteristica hidrofobica [18]. Essas lipoproteinas desempenham papel
importante na infeccdo e na lesdo de Orgédos e estdo envolvidas na ativagdo ou inibicdo da
apoptose [19], na funcionalidade do transportador ABC [20], na viruléncia de diferentes cepas
[21,22] e na adesdo celular [23,24].

Para vérios Mollicutes a producdo de citocinas pro-inflamatdrias estad associada a
interacbes de LAMPs com TLR [16]. Os TLRs sdo os receptores de superficie celular de

macrofagos, mondcitos e células dendriticas envolvidas no reconhecimento destas
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lipoproteinas . O padrdo de sinalizacdo difere para as diversas espécies de molicutes, sendo
que diferentes TLRs podem estar envolvidos no processo de sinalizacdo [16, 25, 26]. De
modo geral Mollicutes e/ou LAMPs interagem com algum TLR levando ao recrutamento
intracelular de fator de diferenciacdo mieldide 88 (MyD88) que culmina na ativacdo de NF-
kB e proteina ativadora 1 (AP-1) [16, 27]. Estes fatores de transcricdo desempenham papel
central na inducéo de citocinas pro-inflamatdrias [28, 29]. O gene da IL-1p, regulada pela via
de sinalizagdo NF-xkB, ¢ um importante gene associado a inflamacdo que é regulado
positivamente durante muitos tipos de infeccdo patogénica [32-34].

Até a presente data ndo foram encontrados em bancos de dados trabalhos avaliando a
resposta imunoldgica gerada contra U. diversum em cultura de macrofagos bovinos. No
entanto, o sequenciamento recente do genoma desta bactéria revelou a presenca de varios
genes relacionados a LAMPSs, incluindo genes responsaveis pela codificacdo de proteinas
variaveis de superficie (VSPs), isso indica um possivel papel de LAMPs na patogenia causada
por U. diversum [8, 10]. Com base nestas evidencias o objetivo deste trabalho foi avaliar a o
papel do TLR2, TLR4 e NF-kB na expressdo génica de citocinas pro-inflamatoérias e a

producdo de NO.

Material e métodos

Cultivo e inativacéo de U. diversum

A cepa padrdo de U. diversum ATCC 49782, originalmente isolada de uma vaca com
vulvovaginite granular em Ontario (provincias do Canadd) [35] e a cepa IC-GOTA, obtida a
partir de muco vulvo-vaginal de uma vaca em S&o Paulo (Brasil), Foram primeiramente
cultivadas em 1 mL de meio Ureaplasma (UB) [35] a 37°C, seguido de expansdo para 200

mL volumes do mesmo caldo. A confirmacdo da espécie foi realizada por PCR espécie-
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especifica usando os iniciadores UD3 e UD4 [36]. Na fase de crescimento logaritmico (com
base nas alteracdes colorimétricas), a cultura foi centrifugada a 14000 rpm durante 25 minutos
a 20°C. O sedimento foi homogeneizado em solucdo salina tamponada com fosfato (PBS)
[37] e parte desse indculo foi quantificado em microplacas de 96 pogos e incubado por 24
horas para determinacdo da Unidade de Mudanga Colorimétrica (CCU/mL) [38]. Foram
determinados CCUs de 10°, 10° e 10* Ureaplasma/mL para ATCC 49782 e 10°, 10* e 10°
Ureaplasma/mL para IC-GOTA. Qutra parte do indculo (referente ao maior CCU/mL de cada

cepa) foi destinada a inativacdo por calor em banho-maria a 100 ° C por 30 minutos.

Extracdo e quantificacdo de proteinas de membrana associadas a lipoproteinas de U.
diversum (LAMPsUd)

A preparacdo de LAMPsUd seguiu a metodologia previamente descrita [27].
Resumidamente, 200 mL de ureaplasma foram centrifugados a 1500 rpm durante 30 minutos
a 4°C; O sedimento foi lavado 2 vezes em PBS intercalado por centrifugacdo (1500 rpm
durante 15 minutos a 4°C). Apos lavagem, o sedimento foi suspenso em 5 mL de Tris-EDTA
seguido pela adicdo de Triton TX-114 até uma concentracdo final de 2%. A mistura foi
incubada a 48°C durante 60 minutos para formar o lisado de Triton TX-114. O lisado foi
incubado a 37°C durante 10 minutos para separacdo de fases. A fase aquosa superior foi
removida e a fase organica foi completada para o volume de 1 mL por adicdo de Tris-EDTA
seguido por adicdo de 2,5 mL de etanol gelado e incubacdo overnight (-20°C) para
precipitacdo dos LAMPsUd. O material precipitado foi centrifugado a 15000 rpm durante 15
minutos a 4°C e o excesso de alcool foi evaporado restando as lipoproteinas. As LAMPsUd
foram suspensas em PBS e quantificadas pelo ensaio fluorimétrico em equipamento Qubit®

2.0 (Invitrogen), de acordo com as instrucdes do fabricante.
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A eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Para o fracionamento de proteinas, utilizou-se eletroforese em gel de acrilamida
contendo sulfato de dodecil de sodio (SDS-PAGE), de acordo com a técnica descrita por
Laemmli [39]. Apos fracionamento, o gel foi corado com solucdo de azul de coomassie
durante 30 minutos a 50°C sob agitacdo constante. A solucdo corante foi entdo removida e a
solucdo descorante foi adicionada (500 mL de metanol, 200 mL de acido acético e agua
purificada suficiente para 1300 mL). O gel permaneceu no descorante até que as fracoes
proteinas apresentarem-se nitidas. Como referéncia, foi utilizada uma solucdo com o

marcador de peso molecular de Protein Novex.

Coleta de sangue e isolamento de macrdéfagos bovinos

A coleta de sangue periférico obedeceu as disposicdes éticas para a pesquisa animal. O
Comité de Etica em Uso de Animais do Instituto Multidisciplinar de Salde - Universidade
Federal da Bahia aprovou o estudo. As amostras foram coletadas em tubos de vacutainer
EDTA e imediatamente processadas [40]. Para isolamento de polimorfos mononucleares o
sangue periférico foi diluido 1:1 com PBS; (PH 7,4) e 10 mL da diluicdo foram adicionados
sobre 3 mL de Ficoll-Histopaque (densidade: 10771) formando a barreira Ficoll-Histopaque.
O material foi centrifugado a 2500 rpm a temperatura ambiente durante 20 minutos e as
células mononucleares presentes na interface Ficoll/plasma foram lavadas em PBS duas vezes
Intercaladas por centrifugacdo (1250 rpm durante 10 minutos). Para o isolamento de
monocitos, as células mononucleares foram suspensas em solucdo A (5 mL de meio RPMI
1640 contendo 10% de soro bovino fetal) e esta solucéo foi adicionada lentamente a 5 mL de
solucédo B (5 mL de meio RPMI 1640 + 4,75 mL de Percoll + 0,322 mL de PBS). Esta mistura
foi centrifugada durante 30 minutos, 1500 rpm, 20°C. Os mondcitos presentes na interface

formada entre as solucdes foram coletados e o sedimento contendo os linfocitos foi descartado



37

[41]. A contagem celular foi realizada em camara de Neubauer, a viabilidade celular foi
avaliada com 0,1% de Azul de Tripan (viabilidade> 90%). Apds a contagem, a concentracdo
de células viaveis foi ajustada para 4 x 10° células/mL por adicdo de meio RPMI 1640
suplementado (contendo 10% de bovino fetal e 100 U/mL de penicilina no soro) e cultivadas
no mesmo meio. Apos 6 horas, as culturas foram lavadas com meio de cultura e somente apds
24 horas de isolamento, as células foram utilizadas. A diferenciacdo de mondcitos em

macrofagos aderentes foi confirmada por microscopia [40, 42].

Inoculacdo de U. diversum e LAMPsUd em macréfagos bovinos

Macréfagos bovinos (4x10° células/mL) foram inoculados com a cepa ATCC 49782
(10°, 10° e 10* Ureaplasma/mL) e cepa IC-GOTA (10°, 10* e 10° Ureaplasma/mL). Também
foram utilizadas cepas inativadas de ATCC 49782 (inativado a partir de CCU 10°
Ureaplasma/ml) e IC-GOTA (inativado a partir de CCU 10> Ureaplasma/mL). Ambos o0s
tratamentos foram incubados por tempos de 6, 12 e 24 horas. Para tratamento com
lipoproteinas, os macrdfagos foram incubados com LAMPsUd de ambas as cepas em
concentragdes de 2,0, 1,5, 1,0 e 0,5 pg/mL nos tempos de 2, 6 e 12 horas. Como controle
negativo, os macréfagos foram inoculados com PBS. O controlo positivo consistiu na
inoculacdo de 100 pg/mL de lipopolissacarideos (LPS) em culturas. Ap6s o tempo de
incubacéo, o sobrenadante foi destinado & dosagem de NO e as células foram recolhidas,

suspensas em RNAlater ™ e congeladas a -70 °C para subsequente extragdo de RNAm.

Bloqueadores de sinalizagéo
Macréfagos bovinos (4x10° células/mL) foram incubados com a cepa ATCC 49782
(10° Ureaplasma/mL) e IC-GOTA (10° Ureaplasma/mL) e LAMPsUd (2,0 pg/ml) de ambas

as cepas na presenca de bloqueadores de sinalizacdo [43]. Os receptores TLR-2/4 (OxPAPC),
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TLR-4 (CLI-095) e NF-kB (Celastrol) foram adquiridos a Invivogen (Invivogen, San Diego,
CA) e utilizados de acordo com as instruc6es do fabricante. Para controle negativo, as células
foram co-incubadas com PBS. O controlo positivo consistiu em inocular as cepas ou

LAMPsUd em cultura na auséncia de blogueadores.

Extracdo de RNAm, sintese de DNAC e expressao génica

O RNAm das células foi extraido utilizando o kit de purificacdo de ARN Trizol Plus
(Invitrogen, EUA), seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante. O RNAm foi submetido a
retrotranscricdo (RT) para obtencdo do DNA complementar (DNAc) utilizando o Kit
SuperScript ® 111 Reverse Transcriptase. O DNAc foi utilizado numa reacdo qPCR para
determinar a expressdo génica de IL-1p, TNF-a, TLR2 e TLR4. O RT-gPCR foi executado
trés tempos independentes com pelo menos trés amostras por grupo. A analise dos dados
relativos expressdo génica foi realizada utilizando o método 22T [44]. O GAPDH serviu

como controle interno da reacdo para avaliar o contetido global de DNAc.

Dosagem de 6xido nitrico

Para a dosagem do NO, foi utilizada a reacdo colorimétrica de Griess, que consiste na
deteccdo de nitrito (NO*). Adicionou-se a uma microplaca 50pl do sobrenadante de culturas,
seguido do mesmo volume do reagente de Griess (composto 1:1 sulfanilamida 1% diluida em
HsPO, 2,5% e de N-1-naphtylethtylenodiamina, também diluido em solucdo de H3sPO, a
2,5%). Na mesma placa, para confeccdo da curva padrdo, uma solucéo de nitrito de sédio na
concentracdo inicial de 200uM passou por diluicbes seriadas (fator 2) em agua destilada.
Apos incubacdo da placa por de 10 minutos, a leitura no espectrofotdmetro foi realizada a 540

nm. A absorbancia das diferentes amostras foi comparada com a curva-padrdo de NaNO;
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cujos valores utilizados para calculo foram de 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56 e 0,78 uM.

[45].

Anélise estatistica

As comparacOes foram realizadas utilizando o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis
seguido do pds-teste de Dunn. Todas as analises foram realizadas com o software GraphPad-
Prism (GraphPad Softwear, San Diego, CA-USA). Foram consideradas diferencas
estatisticamente significativas valores com p iguais ou inferiores a 0,05, utilizando intervalo

de confianca de 95%.

Resultados

U. diversum induz a expresséo de IL-1p, TNF-a, TLR2 e TLR4 em macroéfagos bovinos
A avaliacdo da expressdo génica em macrofagos bovinos induzida por U. diversum
viavel e inativada mostrou que nos tempos de 6 e 12 horas as cepas ATCC 49782 e IC-GOTA
induziam maior expressdo de IL-1P (Fig. 1A e 1B), TNF-a (Fig. 1C e 1D), TLR2 (Fig. 1E e
1F) e TLR4 (Fig. 1G e 1H) em ambas as condi¢bes quando comparado com o controle
negativo (p <0,05). Nestes tempos, a condi¢do viavel das duas cepas estimulou maior
expressao génica quando comparada com a cepa inativada em todos os genes estudados (p
<0,05). A inoculagdo por 24 horas ndo estimulou a expressdo génica estatisticamente
significativa em relacdo ao controle negativo, com baixa expressdo nas condi¢des viveis e

inativas inclusive para o controle positivo (LPS).
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ATCC 49782. (B) Expressdo de IL-1p induzida pela cepa IC-GOTA. (C) Expressdo de TNF-a induzida pela
cepa ATCC 49782. (D) Expressdo de TNF-a induzida pela cepa IC-GOTA. (E) Expressdo de TLR2 induzida
pela cepa ATCC 49782. (F) Expressdo de TLR2 induzida pela cepa IC-GOTA. (G) Expressdo de TLR4 induzida
pela cepa ATCC 49782. (H) Expressdo de TLR4 induzida pela cepa IC-GOTA. Os tratamentos foram
comparados utilizando o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido pelo pds-teste de Dunn usando o
software GraphPad Prism® versdo 6.01. Utilizou-se PBS como controle negativo (CN) e 100 U/mL de LPS
como controle positivo. A significancia estatistica (p <0,05) é representada pelos simbolos (*, #, + e &).

Consideram-se grupos estatisticamente diferentes os que possuem simbolos diferentes.

Cargas bacterianas maiores induziram maior expressdo dos genes estudados. As cargas
10°, 10° e 10* Ureaplasma/mL da cepa ATCC 49782 e 10°, 10* e 10° Ureaplasma/mL de cepa
IC-GOTA induziram aumento estatisticamente significativo (p <0,05) da expresséo de IL-1
(Fig. 2A e 2B), TNF-a (Fig. 2C e 2D), TLR2 (Fig. 2E e 2F) e TLR4 (Fig. 2G e 2H) em
relacdo ao controle negativo nos tempos de 6 e 12 horas de incubacdo. Foi observada
diferenca estatistica significativa (p <0,05) entre as diferentes CCUs em ambas as cepas e em
todos os genes estudados. Em 24 horas foi observada diferenca estatistica apenas para a
expressdo de IL-1B induzida pela cepa ATCC 49782 no CCU 10° Ureaplasma/mL (FIG 2A) e
para IC-GOTA nos CCUs 10°, 10* e 10° Ureaplasma/mL (FIG 2B) quando comparada com o
controle negativo (p <0,05). No entanto, em 24 horas ocorreu baixa expressdo em todos 0s
genes quando comparada aos tempos de 6 e 12 horas, além disso, neste tempo de incubacéo o

LPS ndo induziu expressdo genética significativa em comparacdo ao controle negativo.
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Fig. 2. Expressdo génica relativa em macrdfagos bovinos infectados com U. diversum (cepas ATCC 49782 e

IC-GOTA) durante 6, 12 e 24 horas em diferentes CCUs (Ureaplasma/mL). (A) Expressdo de IL-1f em

macro6fagos inoculados com a cepa ATCC 49782. (B) Expresséo de IL-1f em macrofagos inoculados com a cepa
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IC-GOTA. (C) expressdo de TNF-o em macréfagos inoculados com cepas ATCC 49782. (D) Expressao de TNF-
a em macréfagos inoculados com a cepa IC-GOTA. (E) Expressdo de TLR2 em macréfagos inoculados com
cepas ATCC 49782. (F) Expressao de TLR2 em macréfagos inoculados com a cepa IC-GOTA. (G) Expressao de
TLR4 em macréfagos inoculados com cepas ATCC 49782. (G) Expressdo de TRL4 em macrofagos inoculados
com a cepa IC-GOTA. Os tratamentos foram comparados utilizando o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis
seguido pelo pos-teste de Dunn usando o software GraphPad Prism® versdo 6.01. Utilizou-se PBS como
controlo negativo (CN) e 100 U/mL de LPS como controle positivo. A significancia estatistica (p <0,05) é
representada pelos simbolos (*, #, + e &); Consideram-se grupos estatisticamente diferentes com simbolos
diferentes.

LAMPsUd das cepas ATCC 49782 e IC-GOTA tém um padréo de banda semelhante
Na eletroforese em SDS-PAGE, foi possivel verificar que os LAMPsUd de ATCC
49782 e IC-GOTA apresentaram padrdes de banda bastante similares. As duas cepas

estudadas tém um maior nimero de LAMPsUd variando de 50 a 80 KDa. (Fig. 3).

Peso molecular

ey ATCC 49782 IC-GOTA
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Fig. 3. Gel obtido a partir da eletroforese SDS-PAGE dos LAMPsUd. Primeira coluna: separacdo do peso
molecular da Proteina Novex. Segunda coluna: separacdo de LAMPsUd de ATCC 49782. Terceira coluna:
separagdo de LAMPsUd de IC-GOTA.

LAMPsUd induzem expressao de genes relacionados a resposta pro-inflamatoéria

As LAMPsUd da cepa ATCC 49782 e IC-GOTA também induziram expresséo
estatisticamente significativa em comparacdo com o controle negativo (p <0,05) para todos 0s
genes estudados e em todas as concentrac@es testadas (2,0, 1,5, 1,0 e 0,5 pg/mL) apos 2 e 6

horas de incubacdo (Fig. 4A - H). Em geral, a expressao maxima em todas as concentracoes
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testadas ocorreu apos 2 horas (dos tempos avaliados) de incubagcdo com ambas as cepas. A
concentracdo de 1,5 pg/mL induziu a expressdo génica mais elevada nos tempos avaliados.
Como ocorreu nas analises das condicdes viaveis e inativas (Fig. 1) e diferentes CCUs (Fig.
2) no tempo de 24 horas houve baixa expressdo génica, sendo estatisticamente diferente do

controle negativo apenas a expressdo de IL-1p nas concentracdes de 2,0 e 1,5 pg/mL da cepa

IC-GOTA (p < 0,5).
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Fig. 4. Expressdo génica em macroéfagos bovinos induzida por diferentes concentracdes de LAMPsUd ap6s
2, 6 e 12 horas de inoculagdo. (A) Expressdo génica de IL-1p apds incubagdo com LAMPsUd da cepa ATCC
49782. (B) Expresséo génica de IL-1p apds incubagdo com LAMPsUd da cepa IC-GOTA. (C) Expressdo génica
de TNF-o apos incubagdo com LAMPsUd da cepa ATCC 49782. (D) Expressdo génica de TNF-o apos
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incubacdo com LAMPsUd da cepa IC-GOTA. (E) Expressdo génica de TLR2 apds incubagdo com LAMPsUd da
cepa ATCC 49782. (F) Expressdo génica de TLR2 ap6s incubacdo com LAMPsUd da cepa IC-GOTA. (G)
Expressdo génica de TLR4 apos incubacdo com LAMPsUd da cepa ATCC 49782. (H) expressdo génica de
TLR4 ap6s incubacdo com LAMPsUd da cepa IC-GOTA. Os tratamentos foram comparados utilizando o teste
ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido do pés-teste de Dunn usando o software GraphPad Prism® versdo
6.01. Utilizou-se PBS como controle negativo (CN) e 100 U/mL de LPS foi usado como controle positivo. A
significancia estatistica (p <0,05) é representada pelos simbolos (*, #, + e &). Consideram-se grupos

estatisticamente diferentes que apresentam diferentes simbolos.

U. diversum e LAMPsUd induzem maior producédo de NO por macréfagos bovinos

O sobrenadante de cultura de macrofagos tratado com cepa ATCC 49782 apresentou
maior concentracdo de NO em comparacdo com o controle (p <0,05) quando tratado com
cepas viaveis e inativas (Fig. 5A). Apenas a cepa viavel de IC-GOTA estimulou a producéo
de NO estatisticamente diferente (Fig. 5B). Todas as cargas bacterianas da cepa ATCC 49782
(10°, 10° e 10" Ureaplasma/mL) e a cepa IC-GOTA (10° 10* e 10°® Ureaplasma/mL)
estimularam maior producdo de NO (p < 0,05) em comparacdo com o controle negativo (Fig.
5C E 5D). A producdo de NO em macréfagos bovinos estimulados pela CCU 10°
Ureaplasma/mL da cepa IC-GOTA foi estatisticamente superior as cargas bacterianas 10* e
10° Ureaplasma/mL (p <0,05). Na cepa ATCC 49782, ndo houve diferenca significativa entre
os tratamentos. Todas as concentracdes de LAMPsUd testadas, das cepas ATCC 49872 e IC-
GOTA, foram capazes de estimular maior producdo de NO quando comparado ao controle
negativo, porém, ndo houve diferenca estatistica entre as concentracGes avaliadas (Fig. 5E e
5F). Até mesmo a cepa inativada (tempos de 1 a 36 horas), as cargas bacterianas mais baixas
utilizadas (tempos de 3 a 24 horas) e as menores concentragdes de LAMPsUd (tempos de 0 a
12 horas) foram capazes de induzir a producdo de NO em macréfagos bovinos (Material

Suplementar 1. fig. 7 — e Material Suplementar 2. fig. 8).
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Fig. 5. Concentracao indireta de NO pelo método de Griess em sobrenadante de cultura de macrdfagos

bovinos infectados com cepas de U. diversum e LAMPsUd apés 24 horas de inoculagdo. (A) Cepas viaveis e
inativas ATCC 49782. (B) Cepas viaveis e inativas de IC-GOTA. (C) Cepa ATCC 49782 nos CCU 10°% 10%e
10® Ureaplasma/mL. (D) Cepa IC-GOTA nos CCUs 10°, 10* e 10°® Ureaplasma/mL. (E) Diferentes
concentragdes de LAMPsUd da cepa ATCC 49782. (F) Diferentes concentracfes de LAMPsUd da cepa IC-

GOTA. Os tratamentos foram comparados utilizando o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido do pds-
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teste de Dunn utilizando o software GraphPad Prism® versdo 6.01. Utilizou-se PBS como controle negativo
(CN) e 100 U/mL de LPS como controle positivo. A significancia estatistica (p <0,05) é representada pelos

simbolos (*, #, + e &); Consideram-se grupos estatisticamente diferentes que apresentam diferentes simbolos.

O bloqueio de TLR4, TLR2 ou NF-kB inibe a expressio de IL-1p e TNF-a em
macrdfagos bovinos
A utilizacdo de bloqueadores de sinalizacdo TLR4 (CLI-095), TLR2 / 4 (OXPAPC) e

NF-xB (Celastrol) reduziu significativamente a expressao de IL-1p e TNF-o em macrofagos
infectados com ATCC 49782 e IC-GOTA (Fig. 6A e 6C), bem como em culturas tratadas
com LAMPsUd de ambas as cepas (Fig. 6B e 6D) em compara¢do com o tratamento sem
bloqueador (P <0,05). O controlo positivo (S/B:

sem bloqueadores) também foi

estatisticamente diferente do controlo negativo (CN: macrofagos tratados com PBS).
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Fig. 6. Expressdo génica relativa de IL-1f e TNF-o na cultura de macréfagos bovinos tratados com U.
diversum e LAMPsUd na presenca de bloqueadores de sinalizagdo para TLR4 (CLI-095), TLR2/4
(OXPAPC) e NF-kB (Celastrol). (A) Expressio de IL-1p apos incubagio com ATCC 49782 (10°
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Ureaplasma/mL) e IC-GOTA (10° Ureaplasma/mL). (B) Expressdo de TNF-a ap6s incubagdo com ATCC
49782 (10°) e IC-GOTA (103 Ureaplasma/mL). (C) Expressdo de IL-1B apos incubagdo com LAMPsUd de
ATCC 49782 e IC-GOTA (2 pg / ml). (D) Expressdao de TNF-o apds incuba¢do com LAMPsUd e ATCC 49782
e IC-GOTA (2 pug/mL). Os tratamentos foram comparados com controle positivo (inoculacdo de U. diversum ou
LAMPsUd na auséncia de bloqueador: S/B). Utilizou-se PBS como controle negativo (CN). Os tratamentos
foram comparados utilizando o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido do pds-teste de Dunn utilizando
o software GraphPad Prism® versao 6.01. A significancia estatistica (p <0,05) é representada pelos simbolos (*,

#, + e &). Consideram-se grupos estatisticamente diferentes que apresentam diferentes simbolos.

Discussao

A patogenicidade de U. diversum ndo é bem compreendida, mas é provavel que
envolva a ativacdo de macrofagos através da interacdo com TLRs, como ocorre para outros
Mollicute [16, 43, 46]. U. diversum esta associado a uma série de disturbios reprodutivos em
bovinos que culminam com uma inflamacdo grave relacionada a capacidade de invasédo
celular e modulacdo dos mecanismos de apoptose [1,4-7,47-49]. Para outros Mollicutes a
estimulacdo que leva a estes eventos esta estritamente relacionada a interacdo dessas bactérias
com receptores da célula hospedeira [16,19-24].

No presente estudo, U. diversum viavel e inativo (cepas ATCC 49782 e IC-GOTA) foi
capaz de regular a expressdo de IL-1p, TNF-a, TLR2 e TLR4 em macrofagos bovinos quando
comparado com o grupo ndo infectado nos tempos de 6 e 12 horas de incubacdo. Para a
maioria dos tratamentos a cepa viavel estimulou maior expressdo quando comparada com a
cepa inativada. A expressao do perfil génico pro-inflamatério, em parte, explica a inflamagéo
grave, descrita em outros estudos, no trato reprodutivo de vacas infectadas [2, 4, 36,48-50].
Estudos em macrofagos murinos mostraram que a inoculagdo de U. diversum viavel ou
inativado causa aumento da expressdo de TLR2 associada ao aumento da producdo de IL-1p ¢
TNF-a [10]. Mycoplasma bovis viavel ou inativado também foi capaz de estimular em ambas
as condicOes a expressdo de IL-1B em células de pulmado de embrido bovino e, da mesma
forma que no presente estudo, a cepa viavel estimulou maior expressdo [16]. Trabalhos

anteriores mostraram que a IL-1B e TNF-a tém expressio aumentada em células
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mononucleares humanas infectadas com Mycoplasma pneumoniae, Mycoplasma hyorhinis,
Mycoplasma arginini, Mycoplasma salivarium, Mycoplasma orale e Mycoplasma
gallisepticum [36, 43,51].

Para verificar se a carga de U. diversum interfere na expressdo de genes pro-
inflamatdrios, foram inoculadas diferentes concentracbes bacterianas em cultura de
macrofagos. A estimulacdo da resposta foi dependente da dose, uma vez que indculos mais
concentrado desencadeou maior expressdo em relacdo a concentragfes mais baixas. Em
estudos realizados por Silva et al. [52] A infeccdo por U. diversum em um modelo de infecgédo
intrauterina de rato induziu a producdo de TNF-a quando foi utilizado concentracdes de 10° e
10® Ureaplasma/mL, no entanto, a concentracio de 10* Ureaplasma/mL n&o causou
expressao consideravel [52]. No presente estudo, U. diversum induziu expressdo significativa
desta citocina em macréfagos bovinos estimulados com 10% Ureaplasma/mL em ambas as
cepas avaliadas (ATCC 49782 e IC-GOTA) quando comparadas com culturas ndo expostas a
infeccdo. Do mesmo modo, U. diversum também foi capaz de induzir a producédo de TNF-a
em macréfagos murinos em um modelo dose dependente [53]. Assim, como sugerido por
Marques et al. [54], maiores cargas bacteriana de U. diversum pode estar diretamente
relacionada a condigdes clinicas mais graves em vacas infectadas.

Em nossos resultados, as LAMPsUd das cepas ATCC 49782 e IC-GOTA estimularam
a expressao de IL-1B, TNF-a, TLR2 ¢ TLR4 em tempos de 6 ¢ 12 horas de incubagdo. A
concentragdo de 1,5 pug/mL foi a que induziu maior expressao, indicando que a expressao
méaxima do gene é estimulada por esta concentracdo. Desta forma, estas lipoproteinas tém
uma participacdo consideravel na expressdo do perfil pro-inflamatério gerado na cultura de
macrofagos. De acordo com Chambaud [15] e You [55], as LAMPs sdo consideradas 0s
principais fatores de viruléncia para Mollicutes e desempenham papel central no

estabelecimento da resposta inflamatoria. Também ja foi verificado que LAMPs de M.
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genitalium podem estimular a producdo de TNF-a e IL-1B em mondcitos humanos [56]. Este
¢ o primeiro relato relacionado a resposta inflamatéria a LAMPsUd, portanto, serdo
necessarios mais estudos para maior compreensdo do papel das lipoproteinas na
imunopatogénese de U. diversum. A incubacdo de macrofagos por 24 horas foi marcada por
baixa expressdo génica quando incubada com cepas viaveis e inativas, diferentes CCUs e
diferentes concentracfes de LAMPs. O tempo de exposicédo prolongado provavelmente gerou
efeitos citotoxicos nos macrofagos bovinos.

A producao de NO também foi avaliada no presente estudo. U. diversum foi capaz de
induzir aumento na producdo de NO em macrofagos cultivados em todos os tratamentos
avaliados. A producdo de NO pode contribuir para a patogenicidade de U. diversum uma vez
gue esta molécula esta envolvida em uma variedade de fatores fisiologicos. O excesso de
producdo de NO pode desencadear a apoptose em Vvarios tipos de células. Muitas espécies de
micoplasmas causam apoptose induzida pelo excesso de NO [57,58]. O efeito do NO ainda
ndo foi avaliado na inducédo da apoptose por U. diversum, no entanto, Amorim et al. [7]
demonstraram que essas bactérias causam apoptose em células Hep-2 no estagio inicial da
infeccdo. No presente estudo, concentracBes consideraveis de NO foram observadas
precocemente apos infeccdo por U. diversum e LAMPsUd (S1. Fig. 7 e S2. Fig 8) indicando
que a producdo de NO pode estar relacionada a inducdo da apoptose, no entanto, mais estudos
devem ser realizados para avaliar a correlacdo da producdo de NO e apoptose gerada por U.
diversum.

A inducdo da expressdo de IL-1p e TNF-a ¢é algo comumente descrito na resposta
gerada contra molicutes. Varios estudos descreveram o envolvimento dessas citocinas tanto in
vivo [16, 59] como in vitro [60, 61]. No presente estudo, além da expressao de IL-p ¢ TNF-a,
a expressdo de TLR2 e TLR4 também foi aumentada. Para verificar o envolvimento destes

receptores durante a infeccao foram utilizados inibidores especificos de sinalizacdo por TLR2,
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TLR2/4 e NF-xB. O bloqueio da sinalizacdo por estes receptores induziu reducéo significativa
na expressdo de IL-p e TNF-a. Outros estudos mostraram a importancia do NF-kB na
mediacdo da resposta pro-inflamatdria em infecgdes por Mollicute. A producédo de TNF-a, IL-
1B em células de linhagem monocitica humana (THP-1) infectadas com Mycoplasma
genitalium envolve modulagédo por NF-kB ou AP-1 [62]. LAMPs derivados de M. genitalium
também pode ativar NF-xB através TLR1, TLR2 ¢ TLR6 [27], o mesmo ocorre em Células
THP-1 infectadas com M. pneumoniae [51], e em macro6fagos infectados com LAMPs de
Ureaplasma parvum [63]. Wang et ai. (2016) mostraram que a superexpressdo de TLR2 e
MyD88 em células de pulméo de embrido bovino depende da estimulacdo por LAMPs de M.
bovis e que essas lipoproteinas ativam a producédo de IL-1p através da sinaliza¢do por NF-xB
por uma via dependente de TLR2 e MyD88 [16]. Como pode ser observado a sinalizagdo para
muitos Mollicutes envolve geralmente TLR1, TLR2 e TLR6. TLR2 e TLR6 podem
discriminar diferentes componentes microbianas, incluindo LAMPs de molicutes [64-66]. No
entanto, estudos realizados por Marques et al. [10] mostraram baixa expressdo de TLR6 em
macrdéfagos murinos infectados com U. diversum. Os resultados do presente estudo indicam
que a expressdo de IL-1B ¢ TNF-o em macrofagos infectados com U. diversum e LAMPsUd
ndo seguiu este padrdo de sinalizacdo, uma vez que o bloqueio TLR4 também inibiu a
expressdo destas citocinas. Os dados do presente trabalho sugerem que um modelo de
sinalizac¢do induzido por U. diversum em macrofagos bovinos deve envolver uma interagcdo
entre TLR4 e TLR2. A sinalizacdo por TLR4 é pouca descrito para Mollicutes, no entanto,
este tipo de interacdo foi verificado em M. arthritidis, onde TLR2 e TLR4 induzem o
aumentando da ligacdo e apresentacdo dos antigenos desta bactéria para as células T [26].
Além disso, a caracterizacdo da atividade estimulatéria de LAMPs de Ureaplasma
urealyticum demonstrou que estas bactérias interagem com TLR2 e TLR4 levando ao

desenvolvimento de resposta inflamatoria [25]. Estudos realizados por Shimizu et al. [67]
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mostraram que M. pneumoniae induz fortes respostas inflamatorias em macrofagos de
camundongos knockout para TLR2, sendo a resposta inibida em macrofagos tratados com o
inibidor TLR4, sugerindo que M. pneumoniae também induz respostas inflamatorias atraves
TLRA4 [67].

Assim, o presente estudo demonstrou que tanto U. diversum como LAMPsUd estimulam a
producdo de NO e a expressdo de IL-1p e TNF-a. Com base nestes resultados, em um possivel
mecanismo ureaplasma ou LAMPsUd interagem com TLR4 em um tipo de sinalizagdo envolvendo
TLR2. Esta interacdo promove a ativacdo de NF-kB que por sua vez estimula a expresséo de citocinas
pré-inflamatodrias (IL-1p e TNF-o) em macrdéfagos. Este é o primeiro trabalho avaliando a resposta
imunoldgica gerada contra U. diversum e LAMPsUd em macréfagos bovinos, e também o primeiro a
mostrar que a sinalizacdo que leva a expressdo do perfil pré-inflamatéria depende de TLR2 e TLR4 e
NF-kB. Estes resultados podem contribuir para uma melhor compreensdo da atividade
imunomoduladora e patogenicidade desses agentes infecciosos que levam a quadro inflamatério no
trato reprodutivo de vacas infectadas, bem como no melhor entendimento dos distirbios reprodutivos

causados.
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S1 Fig 7. Dosagem de NO pelo método de Griess em sobrenadante de cultura de macréfagos bovinos

infectadas com cepas de ATCC 49782 ou LAMPsUd em diferentes tempos. (A) Dosagem em sobrenadante

de culturas infectadas com cepas ATCC 49782 nas condi¢des viavel e inativa nos tempos 1, 3, 6, 9, 12, 24 e 36

horas. (B) Dosagem em sobrenadante de cultura infectadas com cepa ATCC 49782 em diferentes CCUs nos
tempos 3, 6, 12 e 24 horas. (C) Dosagem em sobrenadante de cultura incubadas com LAMPsUd de ATCC 49782

em diferentes concentragdes nos tempos 0, 2, 6e 12 horas. Os tratamentos foram comparados com controle

negativo (CN: inoculacdo de 100uL de PBS em cultura). Como controle positivo foi utilizado 100U/mL de LPS.

A significancia estatistica (p<0.05) é representada por (*). Foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis seguido do

pos-teste de Dunn através do software GraphPad Prism® versao 6.01.
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S2 Fig 8. Dosagem de NO pelo método de Griess em sobrenadante de cultura de macréfagos bovinos

infectadas com cepas de IC-GOTA ou LAMPsUd em diferentes tempos. (A) Dosagem de NO em

sobrenadante de culturas infectadas com cepas IC-GOTA nas condicdes viavel e inativa nos tempos 1, 3, 6, 9,

12, 24 e 36 horas. (B) Dosagem de NO em sobrenadante de cultura infectadas com cepa IC-GOTA em diferentes

CCUs nos tempos 3, 6, 12 e 24 horas. (C) Dosagem de NO em sobrenadante de cultura incubadas com

LAMPsUd de IC-GOTA em diferentes concentracdes nos tempos 0, 2, 6e 12 horas. Os tratamentos foram

comparados com controle negativo (CN: inoculagdo de 100uL de PBS em cultura) Como controle positivo foi

utilizado 100U/mL de LPS. A significancia estatistica (p<0.05) ¢ representada por (*). Foi utilizado o teste de

Kruskal-Wallis seguido do poés-teste de Dunn através do software GraphPad Prism® versdo 6.01.



59

5 CONSIDERACOES FINAIS

o A Infeccdo por U. diversum em cultura de macrofagos bovinos mostrou que esta
bactéria induz a expressdo de citocinas pré-inflamatdrias neste modelo, podendo este ser um
mecanismo relacionado aos danos provocados pela infec¢do em vacas e touros.

o Maiores concentragdes de U. diversum viavel ou inativado (cepa ATCC 49782) tende
a estimular expressao de IL-1B, TNF-a, TLR2 e TLR4 em relagdo concentragdes mais baixa.

o As LAMPs da cepa IC-GOTA estimulam a expressdo de genes relacionados a resposta
pré-inflamatorios. Essas liproproteinas podem ser responsaveis por parte significativa a
resposta imunoldgica geradas por U. diversum.

o U. diversum induz aumento na producdo de NO durante a infeccdo. Altas
concentracdes de NO pode ter relacdo com a patogenia causada por este micro-organismo,
porém, estudos mais especificos devem ser realizados avaliando o papel desta substancia.

o Tanto U. diversum quanto suas LAMPs estimulam a producdo de NO e interagem com
TLR4 em um tipo de sinalizagdo que envolve TLR2. Esta interagdo ativa NF-kB que por sua
vez atua estimulando a expressdo de citocinas pro-inflamatorias (II-1p ¢ TNF-a) em
macrofagos.

. Este € o primeiro trabalho avaliando a resposta imunoldgica gerada contra U.
diversum e suas LAMPs em macrofagos bovinos, e também o primeiro a mostra que a
sinalizacdo que leva a expressdo de perfil pro-inflamatério depende de TLR2 e TLR4 e NF
kB.



