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Resumo

BANDEIRA, Fernando da Silva. Bacterina de Staphylococcus aureus contendo
prépolis como adjuvante para controle da mastite. 2015. 112f. . Tese (Doutorado
em Ciéncias) - Programa de Pos-Graduacao em Veterinaria, Faculdade de
Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2015.

A mastite bovina € um problema sanitario mundial, com medidas de tratamento e
prevencdo insatisfatérias. Paralelamente, vem crescendo o interesse no uso de
propolis como alternativa para tratamento das mastites, sendo ainda, objeto de
estudos com finalidade de uso como adjuvante. Até o momento, porém, ndo foi
descrito seu uso em vacinas para controle da mastite bovina. A importancia do
género Staphylococcus como agente da enfermidade é bem documentada,
crescendo a necessidade de identificacdo da espécie do agente etiologico. A
pesquisa identificou 12,6% de estafilococos coagulase positiva em mastites
subclinicas na regido sul do Brasil, sendo que S. aureus estando presente em 17,6%
dos animais pesquisados. Dentre os isolados coagulase positiva, a frequéncia de S.
aureus foi de 85,7%, a de S. intermedius foi de 8,5% e de S. hyicus foi 5,8%. A
bactéria S. aureus utiliza varios fatores de patogenicidade para causar a infeccdo no
hospedeiro. Foi pesquisado em bases de dados, as informagdes recentes sobre os
principais produtos expressos e forma de atuacdo. Descreveu-se 0s principais
mecanismos ligados a penetracdo do micro-organismo na glandula mamaria, os
processos que medeiam a formacao do biofilme e suas estratégias de sobrevivéncia
as respostas do hospedeiro, resultando em processos que muitas vezes tornam-se
cronicos. Finalmente, € desejavel a utilizacdo de uma vacina eficiente para colaborar
no controle da mastite, e dessa forma foi proposta a utilizagdo de uma bacterina
contendo extrato hidro-alcodlico de propolis verde na formulacdo. Comparou-se o
seu efeito com uma formulacdo sem adicdo de propolis, vacina comercial e PBS
esterilizado, em um trabalho conduzido em 63 bovinos. De forma semelhante, com
0S mesmos grupos de tratamento, mas com a adicdo de um grupo que recebeu
apenas o extrato hidroalcodlico de prépolis verde, foi conduzida uma pesquisa em
30 camundongos BALB/c. A pesquisa de anticorpos IgG em bovinos, demonstrou
gue tanto o tratamento contendo extrato hidroalcéolico de propolis verde quanto a
bacterina sem propolis apresentaram resultados semelhantes, superiores aos
tratamentos utilizando a vacina comercial e PBS, sendo que nos mesmos
tratamentos, foi observada uma resposta com caracteristica humoral inicialmente,
tendendo a celular ao longo do experimento. Nos bovinos, a expressao relativa de
RNAm para INF-y, IL-2 e CXCRS5 foi elevada para o grupo que recebeu a bacterina
contendo extrato hidroalcodlico de prépolis verde. Os resultados do teste de ELISA



em camundongos, foram semelhantes aos encontrados para os bovinos. O grupo
gue recebeu apenas o extrato hidroalcodlico de prépolis verde sem nenhuma
combinagao bacteriana, demonstrou resposta com predominancia de IgG1 ao longo
da pesquisa, semelhante aos grupos de vacina comercial e PBS. No modelo murino,
a vacina comercial apresentou indices maiores de expressdo de RNAmM para as
citocinas pesquisadas em esplendcitos. Os resultados obtidos sugerem que a
bacterina contendo extrato hidroalcodlico de propolis verde apresenta potencial para
atuar como ferramenta no controle da mastite bovina.

Palavras-chave: vacina; imunidade; ELISA; gPCR; CXCR5



Abstract

BANDEIRA, Fernando da Silva. Staphylococcus aureus bacterin containing
propolis as adjuvant for mastitis control. 2015. 112f. Theses (Doctor degree in
Sciences) - Programa de Pos-Graduacdo em Veterindria, Faculdade de Veterinéria,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2015.

Bovine mastitis is a global health problem and many scientific advances have
occurred, but the treatment and prevention of disease with existing techniques do not
present satisfactory results. Similarly, there is growing interest in the use of propolis
as an alternative for treatment of mastitis, also being the object of studies in order to
use as an adjuvant, although so far it has not been described their use in vaccines
for the control of bovine mastitis. The importance of Staphylococcus gender as
disease agent is well documented, growing need for species identification of the
etiologic agent. In a survey of coagulase-positive staphylococci in subclinical mastitis
in southern Brazil, was finding its presence in 12.6% of cases with S. aureus was
present in 17.6% of animal researched. Among the considered coagulase positive S.
aureus is 85.7%, 8.5%, were S. intermedius and 5.8% were identified as S. hyicus.
For the S. aureus penetrate, multiply and keep the host uses multiple pathogenic
factors. Was researched in the literature to-date information on the main mechanisms
expressed by the bacteria and how they operate, alone or integrated to ensure the
penetration of micro-organism in the mammary gland, the processes that mediate the
formation of biofilms and their coping strategies the host responses, their
internalization in the cells and its continuation mechanisms, resulting in processes
that often become chronic. To assist in the control of mastitis, is desirable the use of
an effective vaccine and thus has been proposed the use of a bacterin containing
hydroalcoholic extract of green propolis in the formulation is desirable, being
compared to a similar bacterin without propolis, commercial vaccine and sterile PBS
on a work carried out on 63 bovines. Similarly, with the same treatment groups and
the addition of a group that received only the hydroalcoholic extract of propolis, a
study was conducted on 30 BALB/c mice. The research of IgG antibodies in bovines
showed that both treatment containing hydroalcoholic extract of propolis as the
bacterin without propolis showed similar results and superior to commercial and PBS
treatments, and the same treatment, we observed initially characteristic a humoral
response with tending to cellular during throughout the experiment. In bovines, the
relative expression of mRNA for INF-y, IL-2 and CXCR5 was raised to the group
receiving bacterin containing hidroalcoholic extract of green propolis. The ELISA
results were similar to those of bovine in BALB/c still with the group that received
only the the alcoholic extract of propolis without any bacterial combination, behaving
similarly commercial and PBS, and the response was predominantly IgG1 to during



the research. In the murine model, the commercial vaccine showed higher levels of
MRNA expression for the studied cytokines. The results indicate that the bacterin
containing alcoholic extract of propolis has the potential to act as a tool in the control
of bovine mastitis in the target especie, requiring minor adjustments and a job to
prove the efficiency in a challenge.

Keywords: vaccine; green propolis; immunity; ELISA; gPCR, CXCR5



Lista de Figuras

Figural Niveis de IgG total em soro de bovinos inoculados com diferentes
formulacdes de bacterina para controle de mastite e PBS nos dias
0, 21, 42 € B3t 93

Figura 2 Isotipagem de IgG em SOro bovino..........c.eiiiiiiiiiiiiciiic e, 94

Figura 3 Niveis de IgG total em soro de camundongo BALB/c inoculados
com diferentes de bacterina para controle de mastite e PBS nos
dias 0, 21, 42 € B3.. ..o ———————— 95

Figura 4 Isotipagem de IgG em soro de camundongos BALBI/c...........cccc........ 96
Figura5 Expressao relativa de RNA de citocinas por leucocitos em bovinos .. 97

Figura6 Expressao relativa de RNA de citocinas por esplendcitos de
camundongos BALB/C........uiiiiiiei e 98



Lista de Tabelas

Tabelal Sequéncia de iniciadores gPCR para citocinas em cultivo de
|EUCOCItOS DOVINOS.......oviiveecie et 99

Tabela2 Sequéncia de iniciadores gPCR para citocinas em cultivo de
esplendcitos de camundongo BALB/C...........ccccvveveveveveneenenn, 99



Aap
ATCC
Bap
CIf
CMT
D.O.
DCTA
ELISA
FAEM
Fnbp
HIV -1
HLPC
IgG
lgG1
lgG2
1Y
IL-2
MEM
nm
OPD
PCR
PSM
gPCR
RNAmM
UFPel

Lista de Abreviaturas e Siglas

Proteina associada ao acumulo
American Type Culture Collection
Proteina associada ao biofilme

Fator clumping

California Mastitis Test

Densidade 6ptica

Departamento de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel
Proteina ligante de fibronectina

Virus da imunodeficiéncia humana
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
Imunoglobulina G

Imunoglobulina G isotipo 1
Imunoglobulina G isotipo 2

Infecgdo intramamaria

Interleucina 2

Meio Essencial Minimo

Nanometros

0-Phenylenediamine dihydrochloride
Reacao em Cadeia de Polimerase
Modulina fenol solavel

Reacdo em Cadeia de Polimerase Quantitiativa
RNA mensageiro

Universidade Federal de Pelotas



°C
°GL
ML
INF-y

Graus centrigados
graus Gay Lussac
Microlitro

Inteferon gama

Molar

Lista de Simbolos



Sumério

1 INTFOAUGED ..ttt 16
2 HIDOIESE ottt 28
3 OB JELIVOS ettt ———————————— 29
3.1 ODJELIVO QEIAl ...viiiiiiiiiiiiieieee e 29
3.2 ODbjetivos eSPECITICOS ...uuiiiiiiii e 29
N 1 o Lo 1O 30
o R AN g 4 o Lo T PSP 30
A AN 1 o Lo T 45
4.3 ATTIGO 3 ittt e a e 67
5  Consideragies FINAIS ......ccccuuiiiiiiiiiieeeeee e e 100

R O BN CIAS . e e e e, 101



1 Introducéo

As doencas que acometem os animais de producdo representam riscos a
pecuaria mundial (RICH e PERRY, 2011). Além da possibilidade de transmisséo de
enfermidades dos animais para seres humanos, existe uma grande preocupacao
com as perdas econdmicas aos produtores. Nesse contexto, a enfermidade que
representa a mais cara e frequente doenca dos rebanhos leiteiros em todo o mundo
€ mastite (LEITNER et al.,, 2011, PEREIRA, 2011). O termo “mastite” provém da

unido dos termos gregos “mastos”, que significa “mama” e “ite”, que significa
“inflamacao de” (PHILPOT e NIKERSON, 2002). A mastite bovina € uma doencga
multifatorial e complexa (ANAYA-LOPEZ et al., 2006), presente na maior parte dos
rebanhos leiteiros bovinos.

A mastite, a semelhanca de um grande numero de processos inflamatorios,
pode ocorrer a partir de um trauma ou lesédo no Ubere, apos contato do mesmo com
substancias que promovam irritacdo quimica, ou principalmente, secundaria a uma
infecgdo microbiana (PHILPOT e NIKERSON, 2002; SPANAMBERG et al., 2008). O
processo infeccioso decorre da colonizagdo do Ubere por agentes patogénicos que
atingem o tecido secretor (TALBOT e LACASSE, 2005) e localizam-se no
parénquima da glandula (SOUTO et al., 2010).

As manifestag@es clinicas sdo reflexos do comprometimento tanto das células
epiteliais mamarias quanto pela funcao alveolar (HU et al., 2010). Isso resulta em
alteracdes na composi¢cdo do leite, principalmente a reducdo na sintese de varios
componentes, como lactose e caseina, e 0 aumento consideravel na presenca de
elementos do sangue provenientes da reacdo inflamatéria, como albumina,
imunoglobulinas, cloro e sédio (HORTET e SEGGERS, 1998). Associado a alteracéo
de composicao, a diminuicdo de sua producéo (MA et al., 2004; DETILLEUX et al.,
2015), ocasionam grandes perdas econémicas na producdo mundial desse produto
(PEREIRA et al., 2010; PELEGRINO, et al., 2010).

O indice das perdas pela mastite pode ser influenciado por uma série de
fatores, incluindo o nivel de tolerdncia a enfermidade pelas vacas infectadas
(DETILLEUX et al., 2015).
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Detilleux et al. (2015), definem a tolerancia a enfermidade como a capacidade
de reduzir os efeitos negativos da infeccéo, seja pelas agressodes pelos patdgenos, o
gue seria uma tolerancia direta, ou através da intensidade da resposta imune, o que
seria a tolerancia indireta.

A doenca, embora possa ser classificada de varias formas é mais comumente
dividida de acordo com as manifestacdes em dois grupos principais que sao mastite
clinica e mastite subclinica (HASHEMI et al.,, 2011). A mastite clinica reflete as
respostas imunes mais severas, promovendo aumento de volume da glandula
mamaria (SEARS e McCARTHY, 2003), sendo claramente identificada devido as
alteracbes que promove no leite (GIANNEECHINI et al.,, 2002). O resultado é a
observacdo da alteracdo da cor do leite, tornando-se mais amarelado ou com a
presenca de sangue, além da presenca de grumos, facilmente percebidos pelo
produtor no momento da ordenha.

Ao contrario da mastite clinica, na subclinica o leite apresenta aspecto normal
(PHILPOT e NIKERSON, 2002), ou alteracées que nao sao facilmente perceptiveis,
embora essas respondam por 70 a 80% das perdas que ocorrem na producao
(GIANNEECHINI et al., 2002). Essa forma da doenca ainda é negligenciada, mesmo
existindo maneiras de detecta-la, variando desde processos simples que podem ser
feitos antes da ordenha, como a técnica de California Mastitis Test (CMT), descrito
por Schalm e Norlander em 1957, até o uso de equipamentos que realizam a
contagem eletrbnica de células soméaticas (PHILPOT e NIKERSON, 2002). O
aumento no numero de células somaticas pesquisadas, em casos de mastite
subclinica, correspondem ao influxo de leucdcitos que ocorre, indicando o grau de
infeccao intramamario (SEARS e McCARTHY, 2003).

A outra forma de classificar a ocorréncia da enfermidade é dividi-la de acordo
com 0s micro-organismos envolvidos em sua ocorréncia. A mastite ambiental esta
relacionada a bactérias presentes no ambiente, contaminando o exterior do teto e a
pele do ubere (MENDONCA et al., 1999). Esses agentes em potencial ndo infectam
normalmente a glandula mamaria, sendo capazes de causar infeccdo quando algum
fator permite a sua entrada pela cisterna do teto (REBHUN, 2000). A analise
bacteriologica de leite proveniente de animais com mastite clinica por agentes
ambientais, pode identificar Streptococcus spp., Escherichia coli, Enterobacter
aerogenes., Arcanobacterium pyogenes, Klebsiela spp., Serratia spp. e

Pseudomonas spp., entre outros (VASIL, 2009).
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A outra classificacdo, nesse sentido, € a mastite contagiosa, apontada por
Mendonca et al. (1999) como sendo a forma mais comum de ocorréncia. Nesse
caso, 0s agentes etioldgicos colonizam a glandula mamaria e podem se disseminar
através de descuidos higiénicos com os equipamentos e utensilios, entre os animais
no momento da ordenha (REBHUN, 2000).

No grupo das mastites contagiosas, Streptococcus agalactie é responsavel
por problemas seérios para a saude dos animais e a rentabilidade da fazenda,
promovendo uma doencga que pode acontecer de forma aguda ou subclinica, e que
leva a diminuicdo de leite além do risco de infectar outros animais do rebanho
(RADTKE et al., 2012).

O grupo de Staphylococcus coagulase negativa tem sido reconhecido como
agente etiol6gico emergente de infecgdes intramamarias em muitos paises, embora
seja muitas vezes considerado ainda um patégeno de pouca importancia
(LOCATELLI et al., 2013). J& Supré et al. (2011), afirmam que esse grupo seria o
prevalente nas amostras de leite analisadas a nivel mundial. Dessa forma, sua
relevancia clinica ainda é objeto de discussdo (HOSSEINZADEH et al., 2014), mas
esses micro-organismos sao capazes de elevar o nimero de células sométicas no
leite dos animais afetados (SCHUKKEN et al., 2009), comprometendo a qualidade
do leite produzido.

A ocorréncia de mastites por Mycoplasma spp., também é descrita, sendo a
espécie Mycoplasma bovis a principal envolvida em casos de mastite nos rebanhos
leiteiros comerciais (STIPKOVITS et al., 2013). E um micro-organismo que coloniza
a superficie de mucosas oculares, nasais e vestibulares das vacas (BIDDLE et al.,
2005). E um agente primario de mastite, provocando uma infeccio persistente,
caracterizada por ser cronica, progressiva, com diminuicdo da producao e qualidade
do leite produzido (RADAELLI et al.,, 2011). A transmissdo do agente ocorre no
momento da ordenha, tipica de uma mastite contagiosa (PUNYAPORNWITHAYA et
al., 2011) sendo facilmente controlada com as medidas de higiene estabelecidas
(PUNYAPORNWITHAYA et al., 2010), mas dificilmente tratavel por quimioterapicos,
associado ao fato de ndo existir nenhuma vacina eficiente para sua prevencao
(RADAELLI et al., 2011; ROSSETTI et al., 2010).

O micro-organismo Corynebacterium spp. tem sido identificado como um
patdbgeno presente em 10 a 25% dos casos de infecgcdes intramamarias,

normalmente subclinicas, e associados com moderado aumento de células
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somaticas nas vacas infectadas (GONCALVES et al., 2014). Esses mesmos autores
citam que apesar da importancia que esse agente desempenha em casos de
infec¢des intramamarias, ainda é pouco estudado.

Zadoks e Schukken (2006) baseados em dados de epidemiologia molecular,
afirmam que classificar a mastite em contagiosa e ambiental ndo é totalmente
adequado, pois alguns micro-organismos podem apresentar um comportamento
essencialmente contagioso e eventualmente ambiental, ou vice e versa.

Os problemas econ6micos decorrentes da mastite sdo iniameros e sao
permanente objeto de estudo, conforme descrito anteriormente. Entretanto, frente a
uma predominante etiologia bacteriana, as infec¢cfes intramamarias estdo também
no escopo da saude publica. Dessa forma, um grande nimero de micro-organismos
causadores de mastite, podem estar relacionados a doengas de importancia para a
saude humana, formando-se um paradigma entre a qualidade inquestionavel dos
beneficios nutritivos do leite bovino na alimentacdo humana e a atencéo crescente
aos riscos de toxi-infeccdes alimentares.

A mastite bovina, além dos agentes etioldgicos citados anteriormente, pode
ser causada por mais de 150 espécies de micro-organismos diferentes (ALMEIDA et
al.,, 2013), sendo que os mais isolados s&o aqueles pertencentes aos grupos
Streptococci, Staphilococci e grupo dos coliformes (SWEDA et al., 2012).

A bactéria Staphylococcus spp. € um importante agente causador de mastite
contagiosa, seja ela clinica, subclinica ou crébnica. Ao mesmo tempo, representa um
importante patdgeno envolvido em casos de intoxicacdo alimentar humana. Essa
bactéria € apontada como uma importante causa de infeccdo primaria para varias
espécies animais, devido a sua habilidade em se adaptar a diferentes ambientes
(ZECCONI e SCALI, 2013). Adicionalmente, é um micro-organismo envolvido em
varios casos de doencas humanas ou animal envolvendo a pele e mucosas, além de
representar um importante agente etiolégico envolvido em casos de infeccdes
nosocomiais (SANTOS, 2004).

A classificacdo taxondémica do género Staphylococcus o enquadra como
pertencente a familia Staphylococcaceae, ordem Bacillales, classe Bacilli e filo
firmicutes. (SCHIEIFER e BELL, 2009). Sao micro-organismos gram-positivos e,
gracas a sua capacidade de se dividirem em dois planos, adquirem formato que
lembram cachos de uva (TANG e STRATTON, 2010), podendo também ocorrer aos

pares, em formato de tétrade ou cadeias curtas. Em geral, sdo organismos imoveis
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e aerdbios ou anaerodbios facultativos (TANG e STRATTON, 2010; QUINN et al.,
2007).

O género apresenta mais de 50 espécies e subespécies descritas, sendo que,
permanentemente, novas espécies continuam sendo identificadas (TANG e
STRATTON, 2010). Com base em um fator de viruléncia expressado
fenotipicamente in vitro, denominado coagulase, € possivel realizar uma divisdo dos
micro-organismos do género em dois grupos. Em um desses grupos, denominado
Staphylococcus coagulase positivo, encontram-se cinco espécies, a saber,
Staphylococcus aureus, S. intermedius, S. hycus, S. schleiferi subesp. coagulans e
S. delphini. Nesse grupo, a espécie S. coagulans e S. delphini, ndo foram descritas
relacionadas a mastite, sendo que essa so foi isolada até o momento em golfinhos
(VARALDO et al., 1988). As outras trés espécies podem estar relacionadas a
inflamag&o intramaméria. Do ponto de vista microbioldgico, S. hyicus é um micro-
organismo que apresenta capacidade de coagulacdo variavel (EUZEBY, 2004) e
dentre os estafilococos considerados coagulase positivo, € 0 menos isolado em
casos de mastite, seguido por S. intermedius (CAPURRO et al.,1999).

A espécie Staphylococcus aureus € o principal agente envolvido na mastite
(PEREIRA et al., 2010), promovendo um processo contagioso em que a bactéria
essencialmente passa de um animal infectado a um sadio durante a ordenha
(TALBOT e LACASSE, 2005). Entretanto, segundo Schukken et al. (2011), existem
outras fontes potenciais de contaminacéo por esse micro-organismo no ambiente em
gue a vaca leiteira ocupa. Assim, Ferreira et al. (2006) identificam como importantes
pontos de contaminacdo o alimento e a sala de ordenha, ndo descartando a
importancia que o portador humano representa. Zadoks et al. (2006), além da méao
do manipulador, ainda apontam a prépria ordenhadeira como fator importante na
transmissao desse micro-organismo. A epidemiologia da doenca frente ao agente
demonstra que as vacas que apresentam infeccdo intramamaria por S. aureus
constituem-se em importantes reservatérios para 0S outros animais em producao
(MA et al., 2004), fazendo com que as perdas causadas sejam severas e
caracteristicamente crbnicas, com S. aureus determinando uma infeccdo que
geralmente acompanha o animal durante toda a sua vida (KAUF et al., 2007).

A ocorréncia da doenca apresenta carater multifatorial, mas dependente de
deficiéncias nas defesas organicas. A constituicdo anatdbmica do animal, mais

especificamente, Ubere e tetos comportam-se como importantes barreiras frente ao
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micro-organismo invasor. Dessa forma, o canal do teto, com seu tampédo de
gueratina é o0 primeiro obstaculo a penetracdo de agentes microbianos
(TARGOWSKI, 1983). A capacidade da bactéria em se fixar ao tecido e causar leséao
na glandula maméaria ainda ndo esta completamente estabelecida. No entanto, sabe-
se que S. aureus € um micro-organismo que apresenta uma grande quantidade de
fatores de viruléncia (KOCKRITZ-BLICKWEDE, 2011), fundamentais para que o
processo inflamatorio inicie e se perpetue.

A fixagcdo ao epitélio da glandula mamaria é facilitada pela producdo de
biofilmes pelo micro-organismo (CHAVHAN et al., 2012). Estudos recentes, como 0
de Coelho et al., (2011) ressaltam a importancia da formacao de biofilmes para que
a infec¢cdo intramamaria ocorra, pois ele adicionalmente oferece protecédo para que a
bactéria possa realizar a colonizacdo de objetos inanimados, favorecendo a
ocorréncia de processos infecciosos.

Ao atingir o interior da glandula maméria, é necessario que S. aureus seja
interceptado pela atuacdo fagocitaria eficiente, desempenhada por neutrdfilos
polimorfonucleares (GUIDRY et al., 1994), pois 0 sucesso microbiano na infeccao
depende da natureza da resposta do hospedeiro, particularmente da rapidez de
recrutamento de neutroéfilos. (KAUF et al., 2007).

A correta defesa imunolégica da glandula mamaria estd relacionada a
eficiente capacidade de diferenciar entre os elementos estranhos e 0os componentes
do préprio organismo (SORDILLO e STREICHER, 2002). Os neutrdfilos, embora
sejam eficientes para inativar S. aureus no interior da glandula maméria, sofrem a
influéncia dos glébulos de gordura presentes no leite, os quais sédo fagocitados.
Dessa forma, segundo Guidry et al. (1994) existe a necessidade de um grande
nimero dessas células de defesa, estimando ser em 9x10° polimorfonucleares por
mililitro de leite para prevenir a infeccdo. Uma vez que a concentracdo apontada €
muito superior a encontrada no leite, torna-se necessario aumentar a eficiéncia das
células ja existentes através do aumento de anticorpos (GUIDRY et al.,, 1994). A
fagocitose mediada por anticorpos € apontada como o melhor mecanismo de defesa
contra a infeccao bacteriana no Ubere bovino, conforme Paape et al. (1981) citado
por Ma et al. (2004). Adicionalmente, para se evadir das defesas do hospedeiro, S.
aureus utiliza um polissacarideo capsular, de grande importancia antifagocitaria (MA
et al., 2004).
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A expressdo das MSCRAMM (Microbial Surface Components Recognizing
Adhesive Matriz Molecules), sdo fundamentais para que o micro-organismo continue
0 processo infeccioso. Dentro das MSCRAMM, a proteina “A” estafilocdcica merece
destaque nos estudos relacionados a mastite por esse agente causal, pela sua
atuacao voltada a ligacdo com anticorpos do hospedeiro, seja animal ou humano,
dificultando o processo de resposta imune. Assim, tanto a defesa inicial
desempenhada pelos polimorfonucleares quanto pelos anticorpos encontra-se
prejudicada nas infec¢gfes intramamarias por S. aureus. A expressdo de adesinas,
gue favorecem aderéncia precoce ao tecido animal, associada a producdo de
biofilme também representam importancia, levando a infeccéo crbnica e oferecendo
resisténcia anti-fagocitaria (PRENAFETA et al., 2010). Além desses citados, existem
ainda varios outros mecanismos de patogenicidade que garantem a ocorréncia da
doenca em rebanhos leiteiros, em frequéncias elevadas.

A incidéncia de mastite em rebanhos leiteiros aumenta quando o0s
mecanismos de defesa estdo enfraquecidos (SORDILLO e STREICHER, 2002),
sendo que a falha nos mecanismos de defesa organicos, resultam em resposta
inflamatoria ineficiente, levando a necessidade de utilizagdo de substancias
guimicas, geralmente com o emprego de antimicrobianos. Porém a existéncia de
uma grande variedade de produtos antimicrobianos ndo € garantia de sucesso no
controle das mastites bovinas. Ao contrario, mesmo que cuidados higiénicos durante
a ordenha sejam associados aos protocolos terapéuticos adequados, percebe-se
gue essas medidas sdo capazes de diminuir a incidéncia da infeccdo, mas néo
erradica-la (TALBOT e LACASSE, 2005). Provavelmente a formacdo de biofilme
esteja relacionada a protecdo do micro-organismo contra a atuacado desses
produtos (SNEL et al., 2014).

Os antimicrobianos usados no controle de mastite, ndo apresentam muita
eficiéncia frente a S. aureus (TALBOT e LACASSE, 2005), particularmente em
inflamacdes profundas do tecido secretor (MA et al.,, 2004) sendo que o micro-
organismo é muitas vezes resistente aos produtos comumente utilizados para o
tratamento da infeccdo intramamaria em bovinos leiteiros. Somam-se ainda o0s
isolados emergentes que resistem a praticamente todos o0s antimicrobianos
existentes, sendo que BAGNOLI et al. (2012) apontam para a necessidade da

utilizacdo de uma vacina eficiente contra esse agente.
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A existéncia de pressfes mundiais para limitar o uso de antimicrobianos em
bovinos leiteiros (PELEGRINO et al., 2010), estimula os pesquisadores a concentrar
suas atencOes para o estimulo de mecanismos de defesas naturais dos animais,
diminuindo o risco da presenga de residuos de antimicrobianos e atendendo ao
mercado consumidor que, muitas vezes, busca “produtos orgénicos” (McDOUGALL
et al., 2009). Dessa forma, a exploracédo de substancias naturais para o controle de
mastite, frente a nova realidade existente com relacdo a farmacos tradicionais, tem
sido demonstrada por varios pesquisadores. Assim, 0 uso de substancias a base de
plantas, denominados genericamente de fitoterapicos, € um método usado em varias
etapas do processo de ordenha com a finalidade de reduzir a contaminacao
microbiana de uma forma geral. Schuch et al. (2008), descrevem 0 uso de plantas
medicinais frente a S. aureus e verificaram sua eficiente atividade bactericida nesse
caso. Recentemente, um outro produto que tem merecido destaque para utilizagao
como sanitizante com funcéo preventiva e curativa de mastites estafilococicas é a
propolis.

A prépolis, também chamada “cola de abelha” (BANKOVA et al., 2000), € um
produto empregado na medicina popular (SCAZZOCCHIO et al., 2006). Definida
como uma substancia natural, produzida pelas abelhas (Apis spp.) a partir de
material resinoso e balsamico, coletado em flores, polen, ramos, brotos, fluxos de
seiva e exsudatos de plantas, ou outras fontes botanicas (LOTTI et al., 2010),
adicionados de secrecfes salivares e enzimaticas desses insetos em suas colméias
(LUSTOSA et al., 2008; ASHRY e AHMAD, 2012). Seu uso ja era realizado pelos
egipcios para embalsamar seus mortos em funcéo de sua atividade anti-putrefativa,
sendo que e 0s gregos e romanos buscavam nessa substancia sua capacidade anti-
séptica e cicatrizante. Ainda no curso da histéria, ha relatos do seu uso como
substancia anti-pirética pelos incas e foi listada na 172 Farmacopéia Inglesa como
uma droga oficial (SFORCIN e BANKOVA, 2011).

As abelhas o utilizam como um selante para espacos indesejados abertas na
colmeia (LOTTI et al.,, 2010), para fechar frestas e diminuir a abertura do alvado,
além do embalsamento de insetos invasores mortos, prevenindo a putrefacdo
atuando como um antisséptico e antimicrobiano evitando a proliferacdo bacteriana
na colmeia (ASHRY e AHMAD, 2012).

A composicao quimica é qualitativa e quantitativamente variavel (LOTTI et al.,

2010; FISCHER et al., 2008), dependente da épocas do ano, das regides, da area
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de coleta e da variacdo floral. Estudos demonstram que mais de 300 constituintes
estdo presentes (FISCHER et al., 2007b), incluindo compostos fendlicos e
flavonoides derivados dos acidos hidroxicinamico (BANKOVA et al, 2000). Em geral,
apresenta as substancias mais pegajosas vegetais (LOTTI et al., 2010), sendo
composto por 50% de resina e bélsamo, 30% de cera, 10% de 6leos essenciais e
aromaticos e 10% de graos de pdlen e outras substancias (ASHRY e AHMAD,
2012). E necessario que o produto tenha sido adequadamente caracterizado, para
gue se possa fazer inferéncia sobre os efeitos obtidos.

A coloragdo varia entre o verde, o vermelho e o marrom, com odor
caracteristico em funcdo dos Oleos volateis que apresenta (ASHRY e AHMAD,
2012). Embora a coloracdo marrom escura seja a mais comum, a propolis vermelha
€ encontrada em paises tropicais, como o Brasil e Cuba (LOTTI et al., 2010).

A propolis verde brasileira € uma substancia resinosa produzida a partir de
Baccharis dracunculifolia por abelhas africanizadas (Apis mellifera), apresentando
componentes completamente diferentes daqueles encontrados em propolis de
outras localidades (NAKASHIMA et al., 2014).

O uso de formulagdes contendo prépolis em sua composicao, foi testada por
Loguércio et al. (2006), utilizando isolados de S. aureus provenientes de casos de
mastite, demonstrando a sensibilidade desse micro-organismo in vitro e constituindo-
se em alternativa ao tratamento da enfermidade. No mesmo sentido, Pinto et al.
(2001) descrevem a eficiéncia de prépolis verde, na concentracdo de 100mg/mL
como alternativa aos antimicrobianos, demonstrando eficiéncia significativa contra
uma série de micro-organismos isolados de mastite, incluindo-se a bactéria S.
aureus.

O uso de antibi6ticos intramamarios como terapia visando prevenir ou eliminar
infeccdes crdnicas por S. aureus tem demonstrado insucesso (PELLEGRINO et al.,
2010). As lacunas deixadas pelo tratamento antimicrobiano, sejam eles produtos
alopéticos ou fitoterapicos, faz com que seja interessante a utilizacdo de uma
medida imunoprofilatica que assegure a prevencao e o controle dessa doenca (MA
et al., 2004). Assim, medidas alternativas devem ser utilizadas e, nesse contexto, 0
uso de vacinas € uma ferramenta a ser considerada (CAMUSSONE et al., 2010;
TALBOT e LACASSE, 2005).
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A vacinacdo é uma pratica comum no controle de véarias doencas infecciosas
(MIDDLETON et al., 2009), e o uso de vacinas é desejavel para a prevencao e o
controle da mastite bovina (MA at al., 2004), embora a pratica de vacinacdo nao seja
uma atividade de rotina para prevengdo da mastite bovina em rebanhos leiteiros
(PELLEGRINO et al., 2010).

A imunizacdo ativa ou vacinacdo é um processo que consiste em introduzir
um antigeno no sistema imune do hospedeiro (LIMA et al., 2004), facilitando a
prevencéo ou reduzindo as manifestacdes de um agente infeccioso patogénico no
homem ou nos animais (ASHRY e AHMAD, 2012). Esse processo ocorre por um
estimulo que mimetiza o desenvolvimento de uma imunidade naturalmente adquirida
pela inoculacdo de um agente com reduzida capacidade patogénica, mas com
componentes imunogénicos para o0 patbgeno em questdo ou organismos
relacionados (MEEUSEN et al., 2007). A vacinacdo é sem duvida, uma estratégia
facil e comum para o controle das doencas infecciosas (TALBOT e LACASSE,
2005).

As infec¢bes intramamarias causadas por S. aureus sao controladas com
medidas de higiene, manejo correto da ordenha e antibioticoterapia, embora muitas
vezes essas praticas ndo sejam suficientes para o controle da doenca, restando
apenas o descarte de vacas cronicamente infectadas (CAMUSSONE et al., 2014).
Nessas situacdes, a imunizacdo tem se mostrado como uma abordagem racional
para o controle da mastite estafilocécica (PELLEGRINO et al., 2008). Algumas
caracteristicas da bactéria, como a habilidade de produzir biofilme, capacidade de
sobreviver no interior de células epiteliais e macréfagos e resistir a antibioticos,
justifica o desenvolvimento de vacinas para a protecao contra novas infec¢des por
esse micro-organismo em bovinos leiteiros (PEREIRA et al., 2011).

A vacinagdo tem sido apontada como complemento as medidas classicas
para controle de inflamacdes intramamarias por S. aureus (CAMUSSONE et al.,
2014). A imunizacdo pela sua potencial importancia como medida de controle da
mastite, tem sido objeto de pesquisas, sendo que a prevencao da mastite com 0 uso
de vacinas apresenta diversos protocolos (TALBOT e LACASSE, 2005), embora até
0 momento nenhum tenha se mostrado totalmente eficiente (KAUF et al., 2007).
Dessa forma, para que a vacinagdo pode desempenhar um papel Gtil em programas
de controle da mastite, sdo necessarios estudos de desafio, com tamanhos

amostras apropriados e grupos controles estabelecidos (BRADLEY et al., 2014).
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A utilizagdo de bacterinas € um processo que permite a reducdo dos sinais
clinicos da enfermidade e aumenta a resisténcia do rebanho contra infeccbes
intramamarias (PELLEGRINO et al., 2008). Dessa forma, observacdes feitas por
Alberton et al. (2001), em um experimento utilizando vacas Jersey na regiao
metropolitana de Curitiba (Parand), demonstraram que houve reducdo nos casos de
mastite clinica, com menor gravidade dos casos de mastite subclinica entre os
animais que receberam doses de vacinas em periodos semanais durante o periodo
de lactacgao.

O produto ideal seria, segundo Leitner et al (2011), uma vacina com um
antigeno definido e com amplo espectro de atividade anti-estafilocécica. A cepa
utilizada para a producdo da bacterina deve levar em conta a presenca de algum
importante fator que assegure a protecdo contra a enfermidade. Assim, tem sido
comum a utilizacdo de cepas de S. aureus produtores de cépsula bacteriana
(CAMUSSONE et al., 2010).

Atualmente, existem no mercado duas vacinas comercialmente disponiveis
para controle de infec¢bes intramamarias em bovinos (CAMUSSONE et al., 2014),
embora no mercado brasileiro apenas uma pode ser encontrada. O produto de nome
comercial Lysigen® apresenta como adjuvante o hidréxido de aluminio e possui um
lisado de cinco cepas inteiras de S. aureus, que apresentam capsula polissacaridica,
pertencente aos sorotipos 5, 8 e 336 (MA et al., 2004). A outra vacina disponivel,
apresenta cepas de S. aureus produtoras de slime associados ao complexo
antigénico (SAAC), formulada em adjuvante oleoso (CAMUSSONE et al., 2014).

A resposta imunolégica do organismo é estimulada, no caso do uso de
vacinas, além de fatores de viruléncia inerentes ao micro-organismo, também com o
uso de substancias denominadas adjuvantes. Os adjuvantes sdo definidos como
agentes farmacoldgicos ou imunolégicos que, além de estimular o sistema imune,
podem aumentar, modular ou prolongar a imunogenicidade intrinseca de antigenos
co-administrados, aumentando a eficacia da vacina (HORA et al., 2011). Assim,
estudos pioneiros de Opdebeeck e Norcros (1984), testando diferentes tipos de
adjuvantes em vacinas contra S. aureus, demonstraram que apenas 0 adjuvante
incompleto de Freund foi capaz de manter niveis relativamente altos de anticorpos
ao longo do periodo de lactagdo. Ainda, no sentido do uso de adjuvantes vacinais
usados em vacinas contra mastites estafilocécicas, pesquisando a literatura

encontra-se a descricdo do uso de hidréxido de aluminio (HU et al., 2003;
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ALBERTON et al., 2001), sulfato dextran (WATSON et al., 1996) e sulfato dextran
associado ao adjuvante incompleto de Freund (WATSON, 1992).

Uma substancia que tem merecido atencdo nos ultimos anos, sendo usado
como adjuvante vacinal, é a prépolis. Além das reconhecidas a¢cfes no tratamento
de enfermidades e atividade antimicrobiana citadas anteriormente, ela é descrita na
literatura cientifica como um adjuvante seguro, de baixo custo e com alta eficiéncia
(MA et al., 2011). Embora a composicdo desse produto seja bastante variavel, ja foi
identificado que os compostos fendlicos nele presentes, apresentariam atuagao
imunoestimulante com a proliferacéo de linfécitos, conforme Ivanoska et al. (1995),
citado por Fischer et al. (2007a). Resultados promissores, utilizando fragmentos de
compostos fenolicos de propolis como adjuvante vacinal, sdo descritos por Fischer
et al. (2010), em vacinas contra herpesvirus suino tipo-l. Fischer et al. (2007a),
descrevem o uso de prépolis verde associado a 6leo mineral como adjuvante em
uma vacina contra herpesvirus bovino tipo 5, obtendo um aumento significativo de
anticorpos neutralizantes, quando comparado ao uso de hidroxido de aluminio,
demonstrando uma promissora e desejavel resposta humoral em bovinos para esse
agente etiolégico.

Ao pesquisar a literatura percebe-se que, embora existam vérias citagfes do
uso de prépolis com diversas finalidades, incluindo a sua descricdo como adjuvante
vacinal, ndo foi encontrada nenhuma referéncia ao seu uso em bacterinas contra a
mastite estafiloccica. Dessa forma, objetivou-se esse trabalho, visando contribuir
com o conhecimento de como essa substancia coopera no processo de inducao de

imunidade humoral e celular, colaborando no controle da enfermidade.



2 Hipotese

A bacterina de Staphylococcus aureus contendo propolis como adjuvante vacinal
para controle da mastite, induz resposta imunoldgica protetora contra a enfermidade,

de forma igual ou superior ao produto comercial existente.



3 Objetivos

3.1 Objetivo geral
Desenvolver uma bacterina contra Staphylococcus aureus utilizando extrato
hidroalcodlico de propolis verde como adjuvante vacinal e avaliar a sua influéncia na

resposta imune animal.

3.2 Objetivos especificos
- Desenvolver e padronizar uma bacterina contra S. aureus associado a um
extrato hidroalcoolico de propolis verde, utilizando camundongo BALB/c como

modelo bioldgico.

- Mensurar as respostas imune humoral e celular induzidas pelo uso de
bacterina contra S. aureus associado a um extrato hidroalcodlico de propolis verde,

utilizando camundongo BALB/c como modelo biolégico.

- Avaliar do desempenho da bacterina contra S. aureus associada a um extrato

de propolis verde em bovinos, mensurando a resposta imune sistémica.

- Comparar o efeito da bacterina contra S. aureus com a bacterina comercial

contra a bactéria.



4 Artigos
4.1 Artigo 1

Frequéncia de Staphylococcus aureus em casos de mastite bovina subclinica,
na regiao sul do Rio Grande Sul
Bandeira, F. S.; Picoli, T; Zani, J. L.; Silva, W. P.; Fischer, G.
Submetido arevista Arquivos do Instituto Bioldgico
(http://dx.doi.org/10.1590/S1808-16572013000100001)
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Resumo

A mastite bovina é uma doenca importante na exploracdo leiteira, ndo apenas pelas perdas
econdmicas diretas que promove, mas também pelas perdas indiretas e o potencial risco a
saude puablica. Dentre as principais causas de infecgdes intramamarias, destacam-se as
bactérias do género Staphylococcus spp, sendo que Staphylococcus aureus € o agente
etioldgico predominantes em mastite subclinica. O objetivo desse trabalho foi verificar a
frequéncia de mastite subclinica em oito rebanhos localizados na regido sul do Rio Grande do
Sul (Brasil) e a relacdo da enfermidade com a presenca de Staphylococcus aureus.
Adicionalmente, pesquisou-se a presenca de S. intermedius e S. hyicus nas amostras de leite
obtidas. Para identificacdo da doenca, utilizou-se o California Mastitis test (CMT). A
identificacdo da espécie de Staphylococcus spp. foi feita em meio de cultura Agar Baird-
Parker, com posterior confirmacdo das col6nias suspeitas em colora¢do de gram, prova de
catalase, pesquisa de coagulase livre e pesquisa de termonuclease. A mastite subclinica foi
constatada em 53,6% dos animais testados. A presenca de Staphylococcus coagulase positiva

foi identificada em 12,6% dos animais com mastite subclinica. Nesses mesmos animais, a
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bactéria identificada como S. aureus, foi o agente etioldgico presente em 17,6% dos casos.
Adicionalmente, pode-se perceber que dentre o grupo identificado como coagulase positiva,
85,7% corresponderam a S. aureus, enquanto 8,5% mostraram caracteristicas bioquimicas
compativeis com S. intermedius e 5,8% foram consideradas S. hyicus.

Palavras-chave: coagulase, leite, intermedius, hyicus.

Frequency of Staphylococcus aureus from bovine subclinical mastitis cases, in southern Rio
Grande do Sul

Abstract

Bovine Mastitis is an important  disease in dairy farming, not only by promoting direct
economic losses, but also for indirect losses and the potential risk to public health. Among the
main causes  of intramammary infections, there ~ are  the  bacteria  of  the
genus Staphylococcus spp. The main causes of intramammary infections, there are the
bacteria of the genus Staphylococcus spp, and Staphylococcus aureus is the predominant
etiologic agent in subclinical mastitis. The aim of this study was to determine the frequency of
subclinical mastitis in herds located ineight herds from southern Rio Grande do Sul
(Brazil) and the relationship of the disease with the presence of Staphylococcus aureus. In
addition, we investigated whether the presence of S. intermedius and S. hyicus in milk
samples obtained. For identification of the disease, we used the California Mastitis Test
(CMT). Identification of Staphylococcus spp. Species was made in culture medium agar
Barid-Parker, with subsequent confirmation of suspected colonies on Gram
stain, catalase test, coagulase-free and thermonuclease research. The subclinical mastitis was
identified in 53.6% of animals tested. The presence of coagulase positive Staphylococcus was
identified in 12.6% of animals with subclinical mastitis. In these same animals,

bacteria identified as S. aureus were the etiologic agent present in 17.6% of cases.
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Additionally, it could be noticed that among the group identified as coagulase positive, 85.7%
corresponded to S. aureus, while 8.5% had biochemical characteristics consistent
with S.intermedius and 5.8% were considered S. hyicus.

Key words: coagulase, milk, intermedius, hyicus.

Introducéo

A mastite bovina € uma enfermidade de significativa importancia econémica (PEREIRA et
al., 2010), acometendo praticamente todos os rebanhos produtivos mundiais. E uma doenca
com aspectos multifatoriais (ANAYA-LOPEZ et al., 2006), decorrente da colonizagdo do
tecido secretor do Ubere por agentes patogénicos (TALBOT; LACASSE, 2005). As perdas
ocasionadas pela mastite decorrem da menor quantidade de leite produzido (LADEIRA,
2007). Além disso, ocorre diminuicdo da qualidade do leite dos quartos afetados (OLIVEIRA
et al., 2011) com alteragcbes na sua composicdo (MA et al., 2010), que resultam em
interferéncia na tecnologia industrial para elaboracdo de derivados (REBHUN, 2000).

A mastite provoca alteragbes fisicas, quimicas e microbiologicas no leite produzido
(RADOSTITS et al. 2002), as quais servem de critérios para a classificacdo da enfermidade e
indicativo de diagnostico inicial da doenca, usando-se as alteragdes visuais diretas no leite
ordenhado (formacdo de grumos e alteracdes de cor) ou indiretas, percebidas através do teste
de CMT (California Mastitis Test) (COSTA 2008).

O género Staphylococcus spp. compreende o principal género envolvido em casos de mastite
subclinica (PYORALA; TAPONEN, 2009). A participagdo da espécie Staphylococcus
aureus, um patogeno que pode ser rotineiramente encontrado no Ubere de bovinos, merece
destague como importante espécie causadora de mastite (BADOSH; MELO, 2011). Além das
perdas econdmicas, essa espécie bacteriana representa potencial risco a sadde publica, uma
vez que apresenta a capacidade de produzir enterotoxinas termoestaveis (VICOSA et al.,

2010).
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O objetivo desse trabalho foi pesquisar a ocorréncia da mastite subclinica em rebanhos
bovinos da regido sul do Rio Grande do Sul e a frequéncia de S. aureus presentes nesses
casos.

Material e métodos

As amostras de leite utilizadas nesse estudo foram obtidas em oito propriedades rurais,
localizadas na regido sul do estado do Rio Grande do Sul. Os animais utilizados nesse estudo
estavam divididos em seis rebanhos da raga Jersey e dois rebanhos da raca Holandesa,
submetidos a duas ordenhas diarias com intervalo de 10 a 12 horas entre cada uma delas. O
namero total de vacas em diferentes estagios de lactacdo, nas propriedades amostradas foi de
423 animais, os quais foram submetidos ao teste de CMT (SCHALM; NOORLANDER,
1957) para pesquisa de mastite subclinica, durante a rotina de ordenha em cada propriedade.
O critério para identificar a mastite subclinica seguiu a interpretacdo do resultado conforme
proposto por BELLOTI (1992).

Uma vez observada a presenca de mastite subclinica, os tetos representantes de cada quarto
afetado sofreram antissepsia com alcool 70°GL e aproximadamente 10mL de leite foi
coletado em tubos de vidro previamente esterilizados, identificados e mantidos em caixas
isotérmicas, sendo encaminhadas ao laboratdrio para as analises microbioldgicas.

As amostras provenientes das propriedades pesquisadas foram inoculadas inicialmente em
meio de cultura Agar Baird-Parker, usualmente empregado para pesquisar Staphylococcus
spp. em alimentos (VICOSA et al., 2010), utilizando a metodologia descrita por BENNET;
LANCETT (1995). Considerou-se como caracteristicas presuntivas para Staphylococcus spp,,
as coldnias apresentando forma circular, coloracdo preta ou cinza escura, didmetro de
aproximadamente dois milimetros, apresentando uma massa de células esbranquicada nas

bordas e um halo transparente ou zona opaca ao redor da col6nia (SILVA et al., 2007).
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As colonias suspeitas obtidas na etapa anterior foram submetidas a coloragéo de gram e prova
da catalase. Adicionalmente foi realizada a pesquisa de coagulase livre, empregando-se a
metodologia descrita por YASDANKHAN; OLSEN (1998). De forma complementar, ainda
foi efetuada a pesquisa de Nuclease Termoestavel (termonuclease ou TNAse), utilizando-se a
metodologia descrita por Siqueira (1995).

As colonias bacterianas identificadas como coagulase positiva e/ou termonuclease positiva,
foram submetidas a provas de fermentacdo aer6bica de manitol e maltose seguindo a
metodologia e interpretacdo descrito por BELLOTI (1992) e producdo de acetoina usou
metodologia proposta por PHILLIPS; NASH (1985). O critério utilizado para identificar a
espécie de Staphylococcus spp. encontrada foi adaptada de JAY (2000), JABLONSKI,
BOHACH (1997) e BELLOTI (1992).

Resultados e discussao

O uso do CMT identificou mastite subclinica em 227 vacas em lactagdo, de um total de 423
animais analisados, representando 53,6% da ocorréncia na populacdo amostrada. A variacao
de mastite subclinica entre as oito propriedades pesquisadas ficou entre 32,2% e 69%. O
resultado obtido nesse trabalho demonstra que o indice de mastite subclinica é alto, mesmo
com o investimento em educacdo proporcionado pelo servico de extensdo de empresas
laticinistas e de instituicGes de ensino e pesquisa regionais.

A preocupacdo com a frequéncia dessa enfermidade néo € recente e ha uma variacdo entre 0s
dados obtidos em varios estudos. Assim, os dados encontrados sdo superiores aos 44,7% de
ocorréncia dessa enfermidade, relatados por SILVA (1998) em trabalhos com animais da
regido geografica proxima a utilizada nesse experimento. Na mesma regido geografica,
RIBEIRO et al. (2003) encontraram positividade de 37,6% na prova de CMT. Indices
menores gque o0s encontrados nesse trabalho também foram descritos por COSTA (2008) que

relata a ocorréncia da doenca em 9,85% dos animais pesquisados na regido sul de Minas
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Gerais. Ainda, OLIVEIRA et al. (2011) descrevem uma prevaléncia de mastite subclinica de
15,6% da enfermidade em vacas mesticas da regido de Rondon do Pard e LANGONI et al.
(2009), analisando rebanhos leiteiros em producdo orgénica, encontraram 44,0% de mastite
subclinica.

Entretanto, COSTA et al. (1995) verificaram que 72,5% das vacas provenientes de Rebanhos
de Sdo Paulo e Minas Gerais apresentavam mastite subclinica, demonstrando valores
superiores ao encontrados nessa pesquisa.

A presenca de Staphylococcus spp. coagulase positivo foi encontrada em 12,6% dos animais
que demonstraram mastite subclinica frente a prova de CMT, com a metodologia de
identificacdo microbiana utilizada. Esse resultado esta abaixo da frequéncia encontrada por
COSTA (2008), na regido sul de Minas Gerais, que relatou 34,2% de ocorréncia para esse
grupo de micro-organismos.

A bacteéria S. aureus esteve presente em 17,6% dos casos identificados de mastite subclinica.
Resultado semelhante foi encontrado por OLIVEIRA et al. (2011), que estudando mastite
subclinica em vacas provenientes de rebanhos mesticos no Para, encontraram uma prevaléncia
de 17,7% de mastite subclinica por S. aureus.

Contudo, os dados obtidos na presente pesquisa estdo abaixo dos resultados obtidos por
OLIVEIRA et al. (2009), que trabalhando com rebanhos leiteiros de Sergipe, encontraram S.
aureus em 21,9% dos rebanhos leiteiros estudados com mastite subclinica. Nos estudos de
RIBEIRO et al (2009), essa espécie bacteriana esteve presente em 25,7% dos casos de mastite
clinica e subclinica. Ainda LANGONI et al. (2009), demonstraram dados de que 18,2% das
vacas com mastite, no municipio de Botucatu, apresentavam infec¢do por S. aureus. Em
proporcdes semelhantes, SANTOS et al. (2010) relataram uma frequéncia de 18,7% para essa
espécie bacteriana em casos de mastite na bacia leiteira de Santa Isabel do Oeste, no estado do

Parana.
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Os dados encontrados nesta pesquisa e na bibliografia confirmam a afirmacdo de
SCHLEGELOVA et al. (2003), que apontaram S. aureus como sendo uma das espécies mais
comumente envolvida em casos de infecgBes intramaméarias em bovinos, além de ser a
responsavel pelas maiores perdas econdmicas das exploracBes leiteiras em todos o0s
continentes.

A frequéncia relativamente baixa de mastite subclinica por S. aureus demonstrada nesse
trabalho, pode ser explicada, pelo menos em parte, pelo apoio realizado por 6rgdos de
fomento junto aos produtores rurais. Assim, a assimilagdo dos conhecimentos e a utilizagao
das informacdes recebidas, colabora na prevencdo de disseminagdo da enfermidade por essa
espécie bacteriana em especial, uma vez que o principal momento de sua transmissdo ocorre
durante a rotina normal de ordenha dos animais.

Dentre as coldnias consideradas coagulase positivas, 85,7% corresponderam a S. aureus,
enquanto 8,5% mostraram caracteristicas biogquimicas compativeis com S. intermedius e 5,8%
foram consideradas S. hyicus.

COSTA (2008) demonstra que, das 360 amostras consideradas como estafilococos coagulase
positiva, provenientes de rebanhos identificados com mastite na regido sul de Minas Gerais, S.
aureus foi identificado em 97,7% das vezes. A frequéncia de S. intermedius e S. hyicus, para
0 mesmo grupo foi, respectivamente, 1,1% e 0,8%. CAPURRO et al. (1999), em trabalho com
rebanhos leiteiros da Suica, demonstraram que 97% das infec¢des intramamarias ocasionadas
por estafilococos coagulase positiva, eram devidas a S. aureus, enquanto que S. intermedius
foi isolado em 2% e S. hyicus foi identificado em 1% para esse parametro. Embora existam
variagdes nos percentuais encontrados, a semelhanca da presente pesquisa, 0s demais autores
também encontraram a predominancia de S. aureus, seguido de S. intermedius e S. hiycus em

casos de mastite, especificamente analisando-se o grupo de estafilococos coagulase positiva.
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A espécie S. aureus também foi a principal, dentre o grupo de estafilococos coagulase
positiva identificada por SANTOS et al. (2010), em 81% dos isolamentos, em vacas leiteiras
do Oeste do Parand. Entretanto, esses autores descrevem que S. hiycus foi isolado em 15,2%
desse grupo, sendo a segunda espécie mais encontrada. A espécie menos identificada, S.
intermedius, apareceu em 3,8% de seus isolamentos.

Os resultados obtidos nesta pesquisa e amparados pelos demais trabalhos da literatura,
demonstram ser interessante a realizacdo de provas bioquimicas ou fenotipicas adicionais para
identificacdo da espécie envolvida em infecgdes intramamarias.

Em 72,5% das cepas identificadas como S. aureus, ocorreu a producdo de coagulase e
termonuclease. SILVA (1998), trabalhando com rebanhos leiteiros da regido sul do Rio
Grande do Sul, encontrou todas as cepas positivas para ambas as provas.

As cepas identificadas como S. hiycus mostraram variagcdo na capacidade de producdo de
coagulase e termonuclease. Assim, desta espécie, verificou-se que 71,4% expressaram apenas
a producdo de termonuclease, enquanto 14,3% produziram apenas coagulase. Ambas as
enzimas foram produzidas por 14,3% das cepas. Esse resultado pode ser considerado normal,
uma vez que a espécie S. hyicus é considerada como sendo coagulase variavel, conforme
HASLER et al. (2008).

A producéo de termonuclease e coagulase ocorreu em todas as cepas identificadas como S.
intermedius.

Os dados obtidos com a utilizacdo da pesquisa de termonuclease, permitem indicar a sua
utilizacdo como uma prova auxiliar na identificacdo de Staphylococcus spp.. Afinal, trata-se
de uma prova de facil execucdo, pouca subjetividade na leitura e que pode ser facilmente
adaptada a rotina laboratorial. Porém, ela ndo deve servir como substituta a pesquisa de

coagulase, mas sempre utilizada no sentido de complementacéo.
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Os resultados obtidos nesse trabalho permitem concluir que a frequéncia de mastite subclinica
nos rebanhos estudados € alta, sendo que em 17,6% dos casos, 0 agente etioldgico isolado foi
S. aureus. Embora a mastite seja uma doenca de dificil erradicagdo na exploracdo leiteira,
cuidados relacionados ao manejo durante a ordenha devem ser explorados de melhor forma, a
fim de evitar a disseminacéo de agentes infecciosos.
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4.2 Artigo 2

Infeccdo intramamaria em bovinos por Staphylococcus aureus: importancia
dos fatores de viruléncia e sua inter-relacao
Bandeira, F. S.; Picoli, T.; Zani, J. L., Peter, C. M.; Fischer, G.
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Infeccdo intramamaéria em bovinos por Staphylococcus aureus: importancia dos fatores
de viruléncia e sua inter-relagéo
Resumo
A bactéria Staphylococcus aureus € um micro-organismo de grande importancia na salde
humana e animal. E um pat6geno conhecido e bem caracterizado, com uma série de fatores de
viruléncia que garantem a sua penetracdo no tecido do hospedeiro, a evasdo das respostas
imunes e a formagdo de um micro ambiente capaz de sobreviver a antimicrobianos muitas
vezes de ultima geracdo. Dentre as doengas que acometem 0s animais de producdo estdo as
infeccBes intramamarias, tendo como S. aureus o principal micro-organismo causador. Esse
artigo tem por objetivo resgatar informacdes que contribuem para ajudar a entender o
mecanismo pelo qual o agente consegue ultrapassar as defesas inespecificas, colonizar
tecidos, estabelecer a infeccdo e, em muitos casos, perpetuar a doenca por longo periodos.
Varios fatores de viruléncia ja foram descritos e sdo conhecidos, outros ainda hoje sdo objetos
de discordancia sobre a sua atuacdo e muitos genes com provavel regulacdo no
estabelecimento da infeccdo ainda precisam de comprovacdo. Dessa forma, foi dada énfase a
informacdes recentes sobre os dados estabelecidos que séo objeto de discussédo e atualizacéo
dos mecanismos conhecidos, sempre procurando estabelecer uma relacdo entre atividades que
muitas vezes sdo apresentadas como tendo funcgdes distintas.
Palavras-chave: bap, Fnbp, viruléncia, mastite.
Intramammary infection in cattle by Staphylococcus aureus: importance of virulence
factors and their interrelationship
Abstract

Staphylococcus aureus is a microorganism of great importance in human and animal
health. Although it is a known pathogen, with a large number of studies that characterize it,

there are still some virulence factors that ensure their penetration of the host tissue, evasion of
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immune responses and the formation of an environment to survive the antimicrobial products.
An important disease that affects farm animals are the mammary infections, with S. aureus as
a major cause. Associate production of virulence factors of the pathogen, has little knowledge
about the immune defense in the bovine mammary gland. Thus, this review aims to rescue
recent information that contribute to help understand the mechanism by which the agent can
overcome the nonspecific defense, colonize tissues, promoting the disease and, in many cases,
perpetuate the disease for long periods, leading to disposal animal. Several virulence factors
have been described and are known, others are still disagreement objects on his activities and
many genes with likely performance in the establishment of infection still need proof. Thus,
emphasis was given to recent informations, the established data which are subject to
discussion and rescue of known mechanisms, always seeking to establish a relationship
between activities that are often presented as having distinct functions.

Key words: Staphylococcus, abscess, bap, fnbp, virulence, mastitis.

Introducéo

As doencas causadas por S. aureus em seres humanos, incluindo endocardite, bacteremia,
pneumonia, osteomielite e choque séptico, s@o as principais causas de morte por infeccdo nos
EUA, superando o numero de mortes atribuidas ao HIV-1, hepatite e gripe combinados
(WANG et al., 2012). Além de representar um importante agente etiologico envolvido em
casos de infecgbes nosocomiais, € um micro-organismo envolvido em varios casos de doencas
ndo apenas em humanos (SANTQOS, 2004), mas também é um importante agente causador de
infeccdo primaria para varias espécies animais, com comprometimento da pele e mucosas
(ZECCONI & SCALI, 2013). O perigo representado por S. aureus deve-se a seus efeitos
deletérios na satde animal e seu potencial de transmissdo de animais para o ser humano e
vice-versa (PETON & LE LOIR, 2014). E um micro-organismo comensal normal da pele em
populacdes humanas e animais e, embora in6cuo nesse local, tem uma grande capacidade de

penetrar, sobreviver e eventualmente se multiplicar em um grande numero de células
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eucarioticas. Além de garantir a sobrevivéncia do micro-organismo frente a antibi6ticos, o
micro-organismo se mantem de forma persistente no hospedeiro por um longo tempo, sem
causar inflamacdo aparente (BARDIAU et al., 2014). Dessa forma, torna-se um agente
patogénico quando consegue atingir e infectar tecidos internos, causando uma série de
processos entre 0s quais, septicemia e abcessos (VALLE et al., 2012).

Nos animais, uma das principais doengas que 0 micro-organismo causa séo as infecgdes
intramamarias em bovinos, denominadas de mastite. Embora perto de 140 espécies de micro-
organismos possam ser identificados como agentes etiolégicos de mastite bovina,
Streptococci, coliformes e Staphylococci sdo os mais frequentemente isolados (SWEDA et
al., 2012). S. aureus é um dos mais relevantes patdgenos que causa mastite clinica, subclinica
ou cronica (BAR-GAL et al., 2015), sendo a forma subclinica da doenca responde por cerca
de 30% de todos os casos de mastite que ocorrem no mundo (BARDIAU et al., 2014).
Embora o mecanismo molecular exato do estabelecimento da infeccdo intramamaria ndo
esteja corretamente estabelecido (COELHO et al., 2011), alguns isolados de S. aureus sdo
capazes de causar mastite aguda e clinica com alteracbes macroscopicas no leite. Outras
vezes, sdo capazes de estar envolvidas em quadros crénicos e mastite subclinica, sem
promover alteracdes macroscopicas no leite, mas levando a uma alta contagem de células
somaticas e a persisténcia das bactérias na glandula mamaria (BARDIAU et al., 2014). S.
aureus € o responsavel por mastite contagiosa e tem um grande potencial para desenvolver
resisténcia para todos os agentes antimicrobianos e tolerar uma grande variedade de respostas
do hospedeiro (WANG et al., 2015). O principal reservatorio de S. aureus € o quarto
infectado e a transmissao entre as vacas normalmente ocorre durante a ordenha (MOMTAZ et
al., 2010), causando uma doenca de dificil cura (LE MARECHAL et al., 2011). Essa bactéria
causa grandes problemas econdmicos para a producao leiteira, com a reducdo da producéo e

qualidade do leite, prolongado tratamento com antibidticos e descarte precoce dos animais
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(BARDIAU et al., 2014).
Resposta imune na glandula mamaria

A maioria dos casos de mastite iniciam quando 0 micro-organismo consegue superar a
barreira anatdmica e fisica do canal do teto, com a multiplicacdo bacteriana € 0 seu
estabelecimento no tecido da glandula mamaéria, em reflexo a falhas nas defesas inespecificas
do hospedeiro (WELLNITZ & BRUCKMAIER, 2012).

Estudos tem lancado uma nova luz sobre a capacidade da sobrevivéncia da bactéria em
superficies muco-cutaneas. Linde et al., (2008) descrevem a importancia da lisozima na
protecdo da glandula mamaria. Porém Garzoni & Keley (2009), citando trabalho de Bera et al.
(2006), atribuem que em consequéncia da pressdo de selecdo estabelecida, em todas os
isolados patogénicos de S. aureus por eles pesquisadas, foi encontrado a presenca do gene
oatA. Esse gene codifica para a expressao de O-acetiltransferase, capaz de conferir resisténcia
a lisozima. Dessa forma, percebe-se que a patogenicidade do micro-organismo ndo esta
direcionada apenas aos fatores ligados as respostas celulares e humorais complexas.

As células fagocitarias profissionais, como neutrofilos e macrofagos séo especializadas
em engolfar micro-organismos e remover debris celulares através da captacdo endocitica
dessas estruturas (GARZONI & KELLEY, 2009). A mais eficiente defesa natural contra a
infeccdo na glandula mamaria por S. aureus € a fagocitose por neutrofilos. Mesmo em
condigdes fisiologicas normais, a fagocitose estd comprometida devido a ingestdo por
neutrofilos de globulos de gordura e caseina do leite, levando a uma deficiente opsonizagédo
(PELLEGRINO et al., 2010).

Uma alternativa no combate a infeccdo seria 0 aumento de anticorpos opsonizantes nas
secrecOes lacteas, tornando potencializada a eficiéncia de neutrofilos e reduzindo o nimero
necessario dessas células para protecao da glandula mamaria as infeccdes. Adicionalmente,

IgG2 é reconhecido em bovinos como o anticorpo opsonizante na promocéo da fagocitose por
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neutréfilos. Assim, uma vacina que aumente a fagocitose dos neutréfilos pela estimulagdo na
producéo de anticorpos opsonizantes contra S. aureus parece ser uma ferramenta valiosa na
prevencao das infec¢Bes intramamairas (IMI) contra esse micro-organismo.

Com relagéo ao processo de cronicidade da mastite por S. aureus, vérias hipoteses tem
sido apontadas, entre as quais estdo a formacgdo de biofilme, a invasdo tecidual e a
citotoxicidade do micro-organismo (PETON et al., 2014). Foi observado que os isolados que
secretam altos niveis de leucocidina Panton-Valentine e a-toxina, estdo associados com
mastites severas mas ndo persistentes, ao contrario de S. aureus com niveis baixos de
toxicidade que parecem favorecer infeccOes persistentes (PETON et al., 2014).

Apols a invasdo tecidual, S. aureus permanece de forma extracelular, nos espaco
intersticial entre as células, mas na presenca de compostos de defesa do sistema imune inato,
contendo elementos celulares, humorais e sistema complemento, momento em que ocorre a
producdo de fatores de viruléncia que medeiam a adesdo celular e tecidual, representado pelas
proteinas de superficie (VALLE et al., 2012).

Quando as defesas ligadas a imunidade inata apresentam falhas, o micro-organismo
apresenta varios outros fatores que facilitam a sua ligacdo ao tecido animal e permanéncia no
local da infeccdo (SAEI, 2012). A certeza de que a bactéria ndo serd eliminada da glandula
durante o processo de ordenha, caracteriza o quadro de uma doenga invasiva (SAEI, 2012). O
micro-organismo pode expressar uma série de proteinas em sua superficie que desempenham
um papel importante como fatores de viruléncia, atuando no processo de adesao as células do
tecido hospedeiro (CHEN et al., 2013) e constituindo-se o primeiro passo para a colonizagéo
da glandula maméria (PRENAFETA et al.,, 2010; COELHO, 2011). S. aureus produz
substancias que contribuem para o dano tecidual e evasdo, como proteases, DNAse, lipase e
toxinas e substancias que o protegem da defesa imunoldgica do hospedeiro, como 0s

superantigenos (VALLE et al., 2012). Assim, a pesquisa dos fatores de viruléncia da bactéria
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fornece informagdes importantes para o estabelecimento de estratégias para o controle da
infeccdo (SAEI, 2010).

O estudo das moléculas de adesdo pode ajudar a esclarecer o seu papel nas infeccBes
intramamarias, e entre as proteinas de superficie produzidas por S. aureus existe um grupo
diverso de adesinas capazes de se ligar a proteinas presentes na matriz extracelular das células
hospedeiras (SAEI, 2010). Muitas das proteinas de superficie de S. aureus sdo ligadas por
sortase “A”, uma transpeptidase responsavel por catalisar o ancoramento covalente de
proteinas de superficie de bactérias gram-positivas na parede celular (CASCIOFERRO et al.,,
2014). Proteina “A” e os fatores clumping A e B (CIfA e CIfB), sdo caracterizados por uma
sequéncia N-terminal para secrecdo de Sec-dependente, e C-terminal é um dominio para
ancoragem na célula por ligacdo covalente a parede celular pela sortase “A” (CORRIGAN et
al., 2007).

As proteinas ligantes de fibronectina (fibronectin-binding proteins) pertencem a familia
de componentes microbianos que reconhecem moléculas de superficie de matriz adesiva
(MSCRAMMs) e sdo ligados por sortase “A” (CHEN et al, 2013). S. aureus pode expressar
duas FnBPs através de dois genes relacionados, que sdo o fnbA e fnbB (HOFFMANN;
OHLSEN; HAUCK, 2011). Tanto fnbA quanto fnbB possuem uma estrutura idéntica a um
peptideo de sinal na extremidade amino terminal e uma sequéncia LPXTG ligada
covalentemente ao peptideoglicano da parede celular (HOFFMANN et al., 2011). Sé&o
moléculas que apresentam um papel principal na adesdo e invasdo das células da glandula
mamaria, influenciando a patogénese da mastite bovina (CHEN et al, 2013). A capacidade do
micro-organismo de ser internalizado em células fagociticas ndo profissionais é demonstrada
em cultivos celulares como sendo de responsabilidade de FnBP na bactéria e integrinas nas
células hospedeiras (HOFFMANN et al., 2011; GARZONI e KELLEY, 2009).

Vérios estudos tém tentado esclarecer como as integrinas de ligacdo da matriz
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extracelular s&o transformados em receptores de endocitose para FnBPs de S. aureus
(HOFFMANN et al., 2011). Tem sido demonstrado que a associagdo entre os ligantes de
fibronectina de S. aureus com as integrinas 31 da célula hospedeira leva a um agrupamento e
ativacdo das integrinas, desencadeando na célula hospedeira, uma rota de sinalizacdo e
acumulo de um complexo de proteinas de adesdo na proximidade para ligacdo do micro-
organismo (HOFFMANN et al., 2011). Vérias proteinas associadas a integrinas como
vinculina, paxilina, zyxin, angiotensina, FAK e c-Src sdo atraidas pela ligagdo do S. aureus a
célula hospedeira, culminando com a reorganizacdo do citoesqueleto (HOFFMANN et al.,
2011). Segundo GARZONI e KELLEY (2009), durante o processo de invasdo tecidual
predomina o papel da FnBPs, mas também apontam que proteina A e SCCmec sdo
fundamentais na internalizacdo bacteriana. A proteina A sempre foi conhecida pela sua
capacidade de ligacdo a imunoglobulinas, permitindo a evasdo de S. aureus da resposta imune
e promovendo aderéncia multicelular (GARNETT & MATTHEWS, 2012). J& o termo
SCCmec designa um elemento genético mével, com tamanho variando entre 21 e 67 kb e
encontrado exclusivamente no género Staphylococcus spp. (NAMVAR et al., 2014), até entédo
relacionada com a resisténcia bacteriana a meticilina.

As adesinas sdo consideradas os mais importantes fatores de viruléncia durante os
primeiros momentos da infec¢do por S. aureus (ZHOU et al., 2006). A adesina de colageno,
como o proprio nome indica, € a proteina de adesao responsavel pela habilidade da bactéria se
ligar a colageno, seja na forma de substrato ou tecidos contendo essa substancia, destacando a
sua contribuicdo em algumas condicgdes patoldgicas, como ceratite ocular, osteomielite e
artrite séptica (SAEI, 2010). Embora o0 gene cna, que codifica essa proteina, esteja presente
em isolados envolvidos em casos de mastite (ZECCONI et al., 2006), o papel da adesina de
colageno na viruléncia de S. aureus durante a infecgdo intramamaria nédo esta esclarecido de

forma definitiva (SAEI, 2010).
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Na literatura sdo descritos, ainda, outros fatores relacionados a aderéncia de S. aureus e
sua importancia na infeccdo intramamaria, alguns ja conhecidos, como a coagulase (CHENG
et al., 2010; COELHO et al., 2011; GULER et al., 2005; OVIEDO-BOYSO et al., 2007),
hemolisina e slime (COELHO, 2011). Além desses, a produgdo de exotoxinas e enzimas que
causam uma variedade de infecgBes na pele e tecidos moles e j& caracterizadas como tendo
participacdo em infec¢Bes intramamarias (DELGADO et al., 2011). Nesse contexto, ainda é
atribuido a alfa-hemolisina e acoagulase, mas ndao a proteina “A”, os fatores chave para
inducdo de mastite em camundongo (CHEN et al., 2013). Mesmo fatores ja estabelecidos tém
merecido consideragfes, como a informacdo de Bardiau et al. (2014) que a auséncia de
expressdo da capsula polissacaridica aumentou a aderéncia e a invasao de céelulas endoteliais e
epiteliais por S. aureus. Adicionalmente, as cepas caracterizadas como céapsula negativa,
mostraram capacidade de induzir mastite crénica experimental em camundongos, sugerindo
que a perda da expressdo de capsula pode aumentar a persisténcia de S. aureus na glandula
mamaria.

Existem fatores de viruléncia adicionais que sdo codificados por genes presentes na
bactéria, mas ainda ndo é conhecida sua correta atuacdo e ainda existem fatores descritos nas
pesquisas em outras areas, mas que nao tém como foco a infeccdo na glandula maméria.
Entretanto, é provavel que o comportamento da bactéria seja 0 mesmo em varios tecidos do
hospedeiro.

O curso, muitas vezes prolongado e frequentes recaidas de infeccdes graves, tem sido
atribuido a localizacdo intracelular de S. aureus (SINHA & FRAUNHOLZ, 2010), pois uma
importante caracteristica desse agente € a capacidade de invadir células e sobreviver
intracelularmente por longos periodos de tempo. A identificacdo de caracteristicas de
Staphylococcus que o associam a infeccdo duradoura é de grande importancia (BARDIAU et

al., 2014), pois instiga os pesquisadores a provar que essa forma de localizacdo contribui para
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a infecgdo persistente, colaborando para desenvolvimento de medidas eficazes e protocolos
para tratamento com antibidticos de forma adequada, afim de combater bactérias
intracelulares.

A aderéncia e fixacdo de S. aureus nas superficies bioldgicas representa o passo inicial
para o desenvolvimento de infecgdes, mas a producdo de slime assegura a ades@o para que a
bactéria consiga ter acesso as células de defesa do hospedeiro (COELHO et al., 2011).
Biofilme

O biofilme é uma matriz polimérica extracelular constituido de exopolissacarideos,
proteinas e DNA (VALLE et al., 2012). E apontado, ainda, por Valle et al. (2012) que sua
producdo ocorre ap6s a ligacdo entre a bactéria e a célula hospedeira, sendo o resultado da
adesdo intercelular de células bacterianas, com ocorréncia tanto em superficies inertes quanto
em tecidos vivos (DI CICCIO et al., 2015). Lee et al. (2014), pesquisaram a capacidade de
producéo de biofilme a partir de S. aureus isolados de casos de mastite subclinica, tanque de
refrigeracdo de leite, m&o de ordenhadores e superficies de maquinas e utensilios. Esses
pesquisadores identificaram a formacgéo biofilme nas superficies de poliestireno, borracha e
aco, ndo ocorrendo apenas na superficie de silicone, dentre os materiais pesquisados.

A producéo de biofilme é um processo mediado pela proteina Bap (proteina associada ao
biofilme) e ocorre tanto na presenca quanto na auséncia do exopolissacarideo PNAG (VALLE
et al.,, 2012). Isolados de S. aureus produtoras de Bap mostram uma capacidade mais
aprimorada de colonizar e persistir na glandula mamaria, embora o mecanismo molecular
responsavel por essa interacdo permaneca desconhecido (VALLE et al., 2012).

A formacdo de biofilme ocorre em duas fases, sendo uma inicial caracterizada pela
multiplicacdo bacteriana, mediada por acido teicoico e exoproteinas do MSCRAMM e Bap
(SNEL et al., 2014). Estudos de Valle et al. (2012) mostraram que Bap melhora a aderéncia,

mas inibe a entrada de S. aureus na célula epitelial, descrevendo assim, que existe uma
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relacdo direta entre Bap e Gp96, que é responsavel pela inibicdo da invasdo bacteriana em
células fagocitérias, pela interferéncia com a internalizacdo mediada pela proteina ligante de
fibronectina, revelando um novo papel da matriz do biofilme durante o estabelecimento de
infeccBes persistentes. A outra fase, chamada acumulo, caracteriza-se pela proliferacéo
bacteriana em vérias camadas de matriz polimérica extracelular (SNEL et al., 2014).

Segundo Valle et al. (2012), a presenca de matriz de biofilme mediada por Bap, interefere
na ligagcdo de algumas adesinas de S. aureus, como a proteina ligante de fibronectina e fator
clumping em seus destinos, como fibronectina e fibrinogénio nos tecidos dos hospedeiros.

Proteinas funcionalmente homdélogas a Bap, estdo presentes em muitas bactérias
filogeneticamente ndo relacionadas como Enterococcus faecalis, Acinetobacter baumanii,
Pseudomonas aeruginosa, Lactobacillus reuteri, Bordetella pertussis e Escherichia coli
(VALLE etal., 2012).

Atribui-se a capacidade de produzir biofilme por S. aureus, a resisténcia a fagocitose pelo
impedimento da resposta imune, atenuacdo da resposta pro-inflamatoria do hospedeiro
(VALLE et al., 2012) e dificuldade da agdo de antibidticos, assegurando a persistente
colonizagdo da bactéria extracelularmente (BARDIAU, 2014).

Além do papel de protecdo, é provavel que a matriz do biofilme possa atuar como um
importante antigeno de superficie bacteriano e, nesse contexto, a interacdo entre a bactéria
dentro do biofilme e o hospedeiro pode depender de uma ligacao especifica de componentes
da matriz extracelular do biofilme, a componentes dos receptores do hospedeiro (VALLE et
al.,, 2012), transformando o biofilme em si em um fator de viruléncia no género
Staphylococcus. As evidéncias propostas mostram que o biofilme ndo é apenas um fator de
viruléncia associado a mastite estafilocica (DELGADO et al, 2011), uma vez que S. aureus
estd localizado principalmente em aglomerados dentro dos ductos mamarios, em associacao

com células epiteliais (TANJI et al., 2015). O biofilme atua também como um elemento de
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importancia na persisténcia de mastite (TREMBLAY et al., 2013), resultando em uma
consequente infeccdo cronica (PRENAFETA et al., 2010). Essa hipotese é sustentada em
partes, pelo fato de existir uma correlagdo negativa entre os resultados satisfatorios de
antibiogramas que néo refletem o sucesso quando realizada a terapia a campo (SNEL et al.,
2014).

Todas as espécies em que 0 gene Bap esteja presente sao fortes produtoras de biofilme
(VANCRAEYNEST; HERMANS; HAESEBROUCK, 2004), e embora a presenca do gene
bap seja amplamente difundida em estafilococos coagulase negativa, raramente é encontrado
em S. aureus (SNEL et al., 2014). A formacdo de biofilme pelas espécies de Staphylococcus
esta associada com uma série de fatores, como o locus de adeséo intercelular (icaABCD)
(SEIXAS et al., 2014). Esse locus, codifica as proteinas responsaveis pela sintese de
compostos da matriz exopolissacaridica, como poly-N-acetil-beta-(1-6) glicosamina (PNAG),
e proteinas de superficie como a proteina associada ao biofilme Bap, a proteina associada ao
acumulo Aap, a adesina de fibrinogénio, a adesina de fibrinonectina FnBP, SasG, Proteina
“A”, ¢ a bifuncional adesina e autolisina AttE (A. GARNETT & MATTHEWS, 2012;
TREMBLAY et al., 2013; VALLE et al., 2012). A proteina de superficie G (SasG) € uma
proteina ancorada na parede celular envolvida com a auto-agregacao intercelular de S. aureus,
embora o alvo para sua ligacdo ainda nao tenha sido identificado (TANJI et al., 2015).

Modulinas fenol-soluveis (PSMs) sdo peptideos surfactantes secretados pela matriz do
biofilme de S. aureus que atua como um fator estruturante do biofilme (VALLE et al., 2012),
que além de apresentarem multiplas funcdes na evasdo do sistema imune, também possuem
atividades pro-inflamatdrias e propriedades antimicrobianas (LAABEI et al., 2014b).

As PSMs s3o uma familia de peptideos o-hélice anfipaticos, encontrados em
Staphylococci (OTTO, 2014) classificadas em dois grupos, sendo a classe alfa (PSMa)

constituido de quatro peptideos com cerca de 20 aminoacidos e o grupo B (PSMP),
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constituido de dois peptideos mais longos, com cerca de 40 aminoécidos (LAABEI et al.,
2014a). Segundo Laabei et al. (2014a), as PSMa sdo apontadas como cruciais para mediar a
evasao do fagolisossoma tanto em células fagocitéarias profissionais como néo profissionais,
constituindo-se num importante mecanismo de migracdo e disseminacdo nas células do
sistema imune. Ao que tudo indica, a funcdo das PSMs esta direcionada a colonizacdo da
superficie celular, embora assim como uma série de outros fatores de viruléncia expresso por
S. aureus, possam ter atividades em mais de uma situacdo. Otto (2014a) aponta que a
caracteristica anfipatica da a-hélice, € um local de producdo de substancias com
caracteristicas surfactantes, que facilita o crescimento do micro-organismo em ambientes com
interface 6leo/agua, como acontece na pele. Esse mesmo autor, descreve que a regulacdo das
PSMs ocorre diretamente pelo gene agr, ao contrario de muitas outras toxinas que sdo
codificadas por elementos genéticos moveis. Além desses dois pontos, é citado que
adicionalmente as PSMs colaboram para a dissemina¢do do micro-organismo na superficie,
além de participar do biofilme.
Formacéo de abcesso

A caracteristica de cronicidade do processo desencadeado por S. aureus na glandula
mamaria pode estar relacionada ao conhecido fato de que, apos entrar na corrente circulatoria
do hospedeiro, a bactéria se dissemina nos tecidos e tem uma grande habilidade para
formacéo de abcessos (CHENG et al., 2010). O termo abcesso é definido como uma resposta
localizada e padrdo do organismo humano ou animal, para uma injaria de natureza quimica,
fisica ou bioldgica, em que ocorre a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias, resultando em
atracdo de macrofagos e polimorfonucleares (GORBACH, 1995). Embora a funcgéo
fisiolégico da formacao do abcesso seja a delimitacdo do local para evitar a disseminacdo da
causa, CHENG et al. (2009) afirmam que, em casos de infec¢bes por S. aureus, o hospedeiro

ndo consegue ter éxito com a delimitacdo local estabelecida.
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Apl6s a evasdo da resposta imune e sobrevivéncia do micro-organismo descrito
anteriormente, o tempo estimado para que S. aureus chegue ao local onde formara o abcesso
em modelos murinos, foi descrito por CHENG et al. (2011) como sendo aproximadamente de
trés horas apos a inoculacdo de cultivo bacteriano. Histologicamente, segundo descrito por
esses mesmos autores, o efeito s6 foi demonstrado apds 48 horas em experimento induzido,
com inoculagdo de cultura do micro-organismo, sem no entanto a divulgagdo da carga
microbiana utilizada.

Na formagdo do abcesso, ocorre multiplicagdo bacteriana com formacdo de uma
comunidade de micro-organismos no centro dessa lesdo, separada das células imunes
infiltradas por uma pseudo-céapsula amorfa, separando 0 agente patogénico das defesas
imunes do hospedeiro (CHENG et al., 2010). Embora S. aureus seja o principal causador de
abcessos mamarios, 0 mecanismo de patogenicidade ainda € pouco estudado (CHEN et al.,
2013). GONG et al. (2014), em experimento para verificar a formagdo de abcessos
intracranial em modelo murino, atribui a a-toxina, que é regulada pelo RNA 1ll, possa estar
diretamente relacionada a formagéo de abcessos.

E atribuida a coagulase um papel primordial na formacio do abcesso, através de sua
associagao com protrombina, clivando o fibrinogénio em peptideos de fibrina (CHENG et al.,
2011). Entretanto, a descoberta do fator ligado a proteina von Willebrand, trouxe a
informacdo de que ele € a peca chave para recrutar as plaquetas do sangue, promovendo a
coagulagdo (KROH; PANIZZI; BOCK, 2009). Assim, atribui-se a coagulase e fator
Willebrand a responsabilidade pelos produtos que levam a formacgdo da pseudo-capsula do
abcesso desenvolvido por S. aureus (CHENG et al., 2011).

Em casos severos de infeccdo, S. aureus é capaz de induzir a fibrose e formacao de
micro-abcesso que protegem a bactéria pela limitacdo da penetracdo de antibidticos no local

da infeccdo (SCHMIDT, 2011). Os micro-abcessos crescem em tamanho, e eventualmente,
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rompem, permitindo ao patégeno entrar na circulacdo e se disseminar para tecidos nédo
infectados (CHENG et al., 2010).

Estudos prévios identificaram proteinas de superficie ancoradas em células da parede,
como por exemplo, IsdA e 1sdB, que permitem a captacédo de ferro de hemoproteinas, AdsA e
proteina “A”, que suprimem a resposta imune do hospedeiro, contribuindo para formagao de
abcesso e sobrevivéncia de Staphylococcus spp. em tecidos infectados (CHENG et al., 2010).
Esses mesmos pesquisadores observaram que quando foram utilizados anticorpos contra IsdA
e IsdB, houve protecdo contra a replicacéo de S. aureus em tecidos infectados e reducdo na
incidéncia de formacdo de abcessos.

Ao contrario da tradicional definicdo de abcesso e do seu papel como mecanismo de
protecdo do tecido hospedeiro, os abcessos formados por S. aureus séo lesdes dinadmicas,
capazes de secretar substancias que modulam a resposta imune (ANDERSON et al., 2011).
Concluséao

O entendimento da imunidade na glandula mamaria é um enorme desafio, pois, em
ruminantes, o trafego de linfécitos é compartilhado com o sistema imune periférico, e ndo
com o sistema imune comum a mucosa (SCHUKKEN et al., 2011). S. aureus apresenta uma
série de fatores de viruléncia que atuam tanto de forma isolada como, na maioria das vezes,
apresentando mais de uma funcédo para cada substancia produzida para conseguir penetrar nas
células do hospedeiro e perpetuar nesse local, tendo éxito na infeccdo, refletindo em processos
de mastite cronica com consequentes prejuizos ao produtor.

A busca por uma imunidade protetora contra doengas invasivas causadas por S. aureus
tem sido constante desde a descoberta do micro-organismo, mas sem sucesso Pois nem
mesmo uma vacina estafilococica eficiente esta disponivel (CHENG et al., 2010). Nao ha
duvida de que S. aureus possui uma diversidade de mecanismos de sobrevivéncia, e

certamente, novas estratégias ainda serdo descobertas (GARZONI e KELEY, 2009).
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Resposta imune em camundongo e bovinos, a uma bacterina com prépolis verde
como adjuvante, contra a mastite por Staphylococcus aureus

Resumo

Foi avaliada uma bacterina contendo prépolis verde como adjuvante, para controle da
mastite por Staphylococcus aureus (S. aureus). Outros tratamentos utilizados em bovinos
foram uma bacterina sem propolis, uma vacina comercial e PBS. Um tratamento utilizando
apenas extrato hidroalcodlico de prépolis verde foi incluido no experimento em
camundongos BALB/c. Em bovinos, a pesquisa de IgG total mostrou indices que iniciaram
21 dias ap6s a primeira vacinacdo e se mantiveram sem diferenca estatistica até o final
do experimento nos grupos que receberam as bacterinas contendo o0 extrato
hidroalc6olico de prépolis e sem prépolis, ambas com resultado significativamente
superior ao grupo que recebeu a vacina comercial. A isotipagem demonstrou uma
resposta que teve inicio com caracteristica humoral e ao longo do experimento passou a
demonstrar comportamento celular. A bacterina contendo extrato hidroalcodlico de
propolis verde estimulou altos niveis de expressdo de RNAm para INF-y, IL-2 e CXCR5
em bovinos. Para BALB/c, a pesquisa de niveis de IgG demonstrou aumento aos 42 dias
apos a primeira dose dos tratamentos com extrato hidroalcoodlico de prépolis e a bacterina
sem propolis. A isotipagem demonstrou que os valores de IgGl foram levemente
superiores aos de 1gG2 ao longo do experimento para os tratamentos com extrato
hidroalcoolico de prépolis e vacina sem propolis. A vacina comercial mostrou expressao
de RNAmM superior aos demais tratamentos para as citocinas pesquisadas. Esses
resultados demonstram que a bacterina contendo extrato hidroalcodlico de prépolis verde
€ um produto promissor para a espécie a que se destina, no controle da mastite por S.
aureus.

Palavras-chave: vacina, propolis verde, imunidade, glandula maméaria
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Immune response in BALB / ¢ mice and cattle, for the candidate a bacterina for
mastitis's control by Staphylococcus aureus

Abstract

An bacterin containing propolis was evaluated against intramammary infection by
Staphylococcus aureus. Other treatments used in 43 bovinrd were a bacterin without
propolis, a commercial vaccine and sterile PBS. A treatment using alcoholic extract of
green popolis only was included in the experiment in 30 BALB/c mice. For bovines, the
IgG levels research showed O.D. who started 21 days after the first vaccination and
remained without statistical difference by the end of the experiment, the groups receiving
bacterins containing the hydroalcoholic extract of propolis and without propolis, both with
significantly better result than the group receiving the commercial vaccine. The isotyping
demonstrated a response that began with humoral response and as the experiment went
on to demonstrate cellular behavior. The bacterin containing extract hydroalcoholic of
green propolis stimulated high levels of mMRNA expression for IFN-y, IL-2 and CXCR5 in
bovines. For BALB/c, the research showed IgG levels peak at 42 days after the first dose
of treatment with extract hydroalcoholic of green propolis and bacterin without the propolis.
The isotyping showed that the values of O.D. to IgG1 were slightly higher than those of
lgG2 throughout the experiment for treatment with alcoholic extract of propolis and vaccine
without propolis. The commercial vaccine showed mRNA expression higher than others
treatments for the surveyed cytokines. These results show that the bacterin containing
hydroalcoholic extract of green propolis is a promising product for the intended species.
Keywords: vaccine, green propolis, mastitis, immunity, mammary gland
Introducéo

As infec¢des intramamarias em bovinos (lIM), ou mastites, sdo consideradas as
doencas que mais causam prejuizo na producdo animal (GONCALVES et al., 2014;

HOGEVEEN; HUIJPS; LAM, 2011; HORTET, SEEGERS, 1998; HOSSEINZADEH,;
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DASTMALCHI SAEIl, 2014; WELLNITZ; BRUCKMAIER, 2012), seja por aspectos
relacionados ao bem estar animal, ou pelas perdas econOmicas relacionadas ao
tratamento da enfermidade, a qualidade e volume de leite produzido (SEEGERS;
FOURICHON; BEAUDEAU, 2003). E uma enfermidade com caracteristicas multifatoriais
(DE VLIEGHER et al.,, 2012), estimando-se que, aproximadamente, 140 espécies de
micro-organismos possam estar relacionados com a sua etiologia (SZWEDA et al., 2012).
S. aureus é o principal micro-organismo causador de [IM (ZECCONI et al., 2006), sendo
responsavel pela ocorréncia de manifestacbes clinicas da doenca, mas mais
frequentemente de casos subclinicos e, muitas vezes, pelos casos cronicos de dificil
erradicacao (CHINCHALI; KALIWAL, 2014).

As medidas para prevencédo da IIM por S. aureus sdo as mesmas recomendadas para
todas as espécies de micro-organismos potencialmente importantes, envolvendo a
higienizacdo do ambiente de producdo e do equipamento utilizado. O tratamento da
doenca, entretanto, com o uso de antimicrobianos, tem se mostrado pouco eficiente e
com resultados insatisfatorios (WANG et al., 2015), pela resisténcia que a bactéria pode
apresentar (CASCIOFERRO et al.,, 2014). Outro motivo de insucesso da repeticdo a
campo dos resultados encontrados em antibiogramas realizados nos laboratorios, é a
formacdo de biofilme pela bactéria, capaz de proteger o micro-organismo nao s6 da
atuacao de drogas, mas também da propria resposta imune do hospedeiro (BARDIAU et
al., 2014).

A busca por alternativas para prevencéao e tratamento da enfermidade passa pelo uso
de vacinas. A vacinacdo, quando utilizada, € realizada como um complemento as
classicas medidas de controle ja estabelecidas (CAMUSSONE et al., 2014). As principais
criticas as pesquisas sobre vacinacdo para controle de IIM em bovinos dizem respeito a

sua baixa eficacia a campo, a falta de um protocolo adequado e a presenca de dados
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conflitantes com relacdo aos resultados obtidos (BRADLEY et al., 2014; KAUF et al.,
2007; TALBOT e LACASSE, 2005)

Dentre as alternativas para controle de IIM por S. aureus, existem pesquisas
realizadas in vitro com o uso de substancias naturais, como a utilizacdo de propolis
(LOGUERCIO et al., 2006; (PINTO et al., 2001) com finalidade bactericida e resultados
satisfatorios. A prépolis, entretanto, aparece também em pesquisas com a finalidade de
imunomodulacéo (FISCHER et al., 2007a; SFORCIN; BANKOVA, 2011; SFORCIN, 2007),
e com a utlizagdo como adjuvante vacinal (ASHRY; AHMAD, 2012; FISCHER et al.,
2007b; MA et al., 2011).

A propolis € uma substancia resinosa natural produzida por abelhas Apis mellifera,
com atividade antimicrobiana sobre um grande nimero de micro-organismos (SFORCIN;
BANKOVA, 2011), além do potencial como imunoterapico citado anteriormente. Trata-se
de um produto natural com uma composi¢cao complexa (COTTICA et al., 2015), em funcao
das plantas visitadas pelas abelhas e época do ano. Existe mais de um tipo de propolis, e
o0 chamado propolis verde apresenta uma composi¢do mais uniforme em funcédo das
plantas visitadas e época do ano. A prépolis verde é produzida no Brasil a partir da visita
das abelhas a Araucaria angustifélia, Baccharis dracunculifoila e Eucalyptus citriodora
(SFORCIN, 2007), sendo encontrados principalmente compostos fendlicos, como
flavonoides, acidos aromaticos e diterpenos (BANKOVA et al. (2010); FISCHER et al.,
2010), aléem de uma grande numero de substancias que exercem uma atividade
combinada, resultando nos principais mecanismos de acao do produto.

O objetivo desse trabalho foi analisar as respostas humoral e celular sistémicas nos
modelos animais bovino e camundongo BALB/c, frente a uma bacterina experimental com

extrato hidroalcéolico de propolis verde em sua composicao.
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Material e métodos
l. Propolis

A prépolis verde utilizada no experimento foi obtida da empresa Apis Nativa e
armazenada a -75°C. A elaboracdo do extrato hidroalcéolico ocorreu de acordo com
Paulino et al. (2002), com algumas modificacdes. De forma resumida, a matéria-prima foi
triturada e hidratada em etanol, passou por processo de rotaevaporacado e deu origem ao
extrato hidroalcodlico. Finalmente, o produto foi esterilizado por filtragdo. A composicéo
quimica do extrato hidroalcodlico foi determinada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HLPC) em cromatdgrafo Merck-Hitachi, equipado com bomba de pressao G-
7100 e detector de arranjo de diodos L-7455. A separacdo foi realizada em coluna
Lichrochart 125-4 (Merck, Alemanha), conforme descrito por Marcucci et al. (2001), com a
deteccdo dos componentes monitorizada a 280nm e o0s compostos padrdo re-
cromatografados com o extrato. Os dados foram analisados em equipamento Merck-
Hitachi D-7000 (Chromatography Data Station, DAD Manager).
Il. Elaborac&o da bacterina

As bactérias que integraram a vacina pertencem a bacterioteca da Faculdade de
Veterinaria da Universidade Federal de Pelotas e foram isoladas a partir de casos de
mastite clinica no Estado do Rio Grande do Sul (Brasil). Foram selecionados trés isolados
de S. aureus, que foram cultivados em Caldo Tripticase de Soja (Merk — Alemanha),
durante 18 horas a 37 °C, sendo inativadas ao final do periodo com o uso de formaldeido
na concentracao de 0,6%, durante 18 horas. A concentracdo usada na bacterina foi de
10° UFC.mL. Na elaboragdo da vacina oleosa, a solucdo de bactérias, acrescida de
solucédo hidroalcoolica de prépolis verde, foi emulsificada em adjuvante oleoso (montanide

ISA 50 V2), resultando numa concentracdo de prépolis de 40 mg.mLt. O volume
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necessario para completar a concentragcdo desejada foi obtido com o uso de PBS,
segundo Dulbeco.
l1l. Grupos vacinais

O experimento foi conduzido em duas populagbes animais: bovinos e camundongos.
Os bovinos foram divididos em quatro grupos, com trés inoculagbes em intervalos de 21
dias, onde ao grupo “bacterina” (n=11) foi administrado a bacterina contendo extrato
hidroalcodlico de prépolis verde; ao grupo “positivo” (n=11) foi administrada a vacina
comercialmente disponivel; ao grupo “S/prop” (n=10) foi administrado uma formulacdo
semelhante a bacterina proposta, mas sem a presenga de prépolis. O grupo “negativo”
(n=11) correspondeu ao controle negativo, tendo recebido apenas a aplicacdo de PBS.
Todos os animais receberam 2 mL da formulacdo proposta, por via intramuscular na
regido do musculo biceps femoral caudal, sendo os animais mantidos na Faculdade de
Veterinaria da Universidade Federal de Pelotas, durante o periodo da pesquisa.

Os camundongos BalB/c, foram divididos em cinco grupos e inoculados com trés
doses das vacinas experimentais, em intervalos de 21 dias. O grupo “bacterina” (n=6)
recebeu a bacterina contendo extrato hidroalcodlico de propolis verde; ao grupo “positivo”
(n=6) recebeu a vacina comercialmente disponivel para bovinos; ao grupo “S/prop” (n=6)
foi administrado uma formulacdo semelhante a bacterina proposta, mas sem a presenca
de propolis; ao grupo “Propolis” (n=6) foi administrada uma formulagdo semelhante a
bacterina proposta; mas sem a presenca de bactérias nem adjuvante oleoso e o0 grupo
“‘negativo” (n=6) correspondeu ao controle negativo, recebendo apenas PBS. A dose
utilizada foi de 400 pL por via intramuscular na regido do musculo semitendinoso, divido
em 200uL no membro direito e 200 uL do membro esquerdo. Os animais foram mantidos
durante o experimento em microisoladores, no Biotério Central da Universidade Federal

de Pelotas.
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IV. Avaliagao da Imunidade humoral em bovinos

Foram realizadas quatro coletas de sangue por venopunc¢ao da veia jugular nos dias
0, 21, 42 e 63 do experimento, em tubos sem anticoagulante. O soro obtido foi
armazenado a -75°C até o momento das analises. A mensuracdo de anticorpos foi
realizada através da prova de ELISA indireto, baseado em metodologia descrita por
Leitner et al. (2000) com varias modificagbes. Resumidamente, a placa de 96 cavidades
(COSTAR — USA) foi sensibilizada por 18 horas a 4°C, com 100 pL por cavidade de uma
suspensdo bacteriana inativada de S. aureus ATCC® 27664, contendo 10® UFC.mL™.
Posteriormente, as placas foram lavadas por trés vezes com PBS adicionado de tween 20
(PBS-T), sendo imediatamente submetidas a bloqueio com leite em pé diluido a 5%, em
volume de 100 pL por cavidade, durante 30 minutos a 37°C. As placas sofreram trés
lavagens com PBS-T e foram adicionados 0s soros sanguineos bovinos, na diluicdo
1:1.600 para pesquisa de IgG total. No caso de pesquisa de 1gG1 ou IgG2a a diluicdo de
soro utilizada foi 1:400. ApoOs o periodo de 90 minutos a 37°C, as placas foram
novamente submetidas a trés lavagens e receberam o anticorpo conjugado anti-bovino
(SIGMA — EUA), diluido a 1:20000. No caso de isotipagem, a diluicdo do anticorpo
conjugado utilizada foi 1:4000, seguida de incubacédo durante 60 minutos a 37 °C.
Finalmente, as placas foram lavadas por cinco vezes em PBS-T e receberam a
substancia de revelacdo o-Phenylenediamine dihydrochloride (OPD — SIGMA - USA),
sendo mantidas a temperatura ambiente durante 15 minutos para que ocorresse a
revelacdo. A revelacao foi parada com a utilizacdo de 50uL por cavidade de solucéo de
acido sulfarico 2M. A leitura de absorbancia foi realizada em leitor de microplacas TP-

Reader (Thermoplate) utilizando comprimento de onda de 492nm.
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V. Avaliagao da Imunidade humoral em camundongos.

Os animais tiveram o sangue coletado através do plexo retro-orbital nos dias 0, 21, 42
e 63 do experimento. O soro obtido foi armazenado a -75°C até o momento das analises.
A mensuracdo de anticorpos produzidos frente aos antigenos inoculados, foi realizada
através da prova de ELISA indireto, conforme descrito por Leitner et al. (2000), com
algumas modificagbes. Resumidamente, a placa de 96 cavidades (COSTAR — USA) foi
sensibilizada por 18 horas a 4 °C com 100 pL por cavidade de uma suspensao bacteriana
inativada de S. aureus ATCC® 27664, contendo 103UFC.mL?. Apés, as placas foram
lavadas por trés vezes com PBS-T, sendo imediatamente submetidas a bloqueio com
solucao de leite em p6 a 5%, em volume de 100 pL por cavidade, durante 30 minutos a 37
°C. Posteriormente, as placas foram lavadas trés vezes com PBS-T e foram adicionados
0s soros sanguineos dos camundongos, na diluicdo 1:200 para pesquisa de 1gG. Para
isotipagem, a diluicdo de soro utilizada foi de 1:100. Apos incubagédo de 90 minutos, as
placas foram novamente submetidas a trés lavagens e receberam o anticorpo conjugado
anti-camundongo (SIGMA — USA), diluido a 1:20000 para pesquisa de isotipos de IgG,
sendo incubadas durante 60 minutos a 37 °C. Para a isotipagem o anticorpo secundario
foi utilizado na diluicdo 1:2000 (SIGMA-USA) sendo incubadas durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Finalmente, as placas foram lavadas por cinco vezes com PBS-T e
receberam a substéncia de revelacdo (OPD - o-Phenylenediamine dihydrochloride -
SIGMA - USA), sendo mantidas a temperatura ambiente durante 15 minutos para que
ocorresse a revelacao A revelacéo foi parada com a utilizacdo de 50uL por cavidade de
solucdo de acido sulfarico 2M. A leitura de absorbancia foi realizada em leitor de

microplacas TP-Reader (Thermoplate) utilizando comprimento de onda de 492nm.
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IV. Avaliagdo da Imunidade celular

O sangue dos bovinos, coletado com anticoagulante, também foi levado ao
Laboratorio de Virologia e Imunologia da Universidade Federal de Pelotas, sendo
centrifugado para a retirada dos leucdcitos presentes. Os bacos de camundongo foram
levados ao mesmo laboratorio e as células foram individualizadas em tamiz (BD-Falcon,
EUA) e ressuspensas em solucdo de MEM (Meio Essencial Minimo com sais de Earle e
aminoacidos nédo essenciais — GIBCO). Tanto para os leucécitos bovinos quanto para 0s
esplendcitos de camundongos, a metodologia utilizada para seu cultivo foi semelhante e
descritas resumidamente a seguir. As células obtidas foram submetidas a trés processos
de lavagem com cloreto de amonia, seguidos de centrifugacdo a 1300 x g por 10 minutos.
Ao final do processo, houve ressuspensédo das células em MEM e contagem em camara
de Fuchs-Rosenthal, utilizando Azul de Tripan como corante. A quantidade de células foi
padronizada para 10’.mL* e incubadas em placas de 96 cavidades (TPP-Suica), em
estufa a 37°C e 5% de CO2, durante 24 horas. Ao final desse periodo foi observado o
crescimento celular e realizado o desafio do cultivo usando-se Concanavalina A (Sigma-
Aldrich), MEM e suspensao bacterina de S. aureus ATCC® 27664 inativado, passando
por nova incubagédo a 37 °C e 3,5% de CO2, durante 24 horas. Finalmente, as células
foram congeladas em Trizol (Invitrogen) e armazenadas em tubo de criopreservacéao a -
75° C até o momento das analises.

Para avaliacdo da resposta celular por gqRT-PCR, o DNA foi removido com o kit de
amplificacdo Grade DNAse | (Sigma-Aldrich, Brasil) e aproximadamente 1 ug de RNA foi
submetido ao processo de transcricdo reversa com o uso do kit High Capacity cDNA
Reverse Transcription (Life Technologies, Brasil), seguindo as orientacdes do fabricante.
Aproximadamente 500 ng de cDNA foi submetido a qRT-PCR para analise da expressao

relativa de INF-y, IL-2 e CXCR-5 para bovinos (tabela 1). Para camundongos as citocinas
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pesquisadas foram IL-1 e IL-4 (tabela 2). B-actina foi usada como gene de referéncia
enddgeno e animais em coleta branca foram usados como calibradores. As reagfes de
gRT-PCR foram realizadas em um sistema Mx3005P QPCR (Agilent Technologies, EUA),
utilizando SYBR green | Life Technologies, Brasil). Para célculo da expresséo relativa foi
utilizado o método matematico de Pfaffl (2001).
V. Analise estatistica
Os dados foram analisados usando o software analitico Statistic 9.0 para Windows. A

andlise de diferenca na D.O. para o teste ELISA, e andlise de expressédo relativa dos
genes de interesse no estudo para resposta celular, foi realizada através do teste de
comparacdo de médias por analise de variancia geral ANOVA usando LSD e a
comparacao feita em relagcédo aos grupos nao tratados.
Resultados
I. Composicao quimica do extrato de propolis

A analise cromatografica da amostra do extrato hidroalcoodlico de propolis verde indicou
a presenca de acido cafeico, acido fendlico, acido para-cumarico e artepelin C. Embora a
analise cromatografica tenha indicado a presenca de outras substancias, as mesmas nao
foram identificadas pelo banco de padrdes de referéncia do equipamento.
Il. Resposta humoral em bovinos

Foi avaliado o desempenho de uma bacterina contendo 6leo, extrato hidroalcodlico de
prépolis e isolados de S. aureus inativados. Além dessa, foi testada uma formulacdo com
composicao semelhante mas sem o extrato de propolis, chamada S/prop. Como controle
positivo utilizou-se uma vacina comercialmente disponivel e, como controle negativo, a
solucdo de PBS.

N&o foi observada reacdo indesejada no local de inoculacdo nos animais dos grupos

que receberam as formulagGes propostas nesse estudo.
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A pesquisa de IgG total em soro sanguineo bovino apresentou aumento aos 21 dias
nos grupos de animais que receberam tanto a bacterina contendo propolis associado ao
6leo na formulacdo quanto para o grupo S/prop, composto por 6leo como adjuvante sem a
presenca do extrato hidroalcéolico de prépolis (p<0,01), ndo havendo diferenca estatistica
significativa entre os dois tratamentos. Os niveis de anticorpos permaneceram alto para
os dois tratamentos nas coletas seguintes até o final do experimento, 0 que ocorreu aos
63 dias, ndo havendo diferenca estatistica entre as trés coletas realizadas apos a
primovacinacdo para esses tratamentos (fig. 1). O grupo dos animais que recebeu a
vacina comercial apresentou indices estatisticamente maiores que 0 grupo controle
negativo (p>0,05), mas permaneceu abaixo dos resultados encontrados na bacterina e
grupo S/prop, permanecendo sem diferenca a partir do dia 21 até o final do experimento
para esse tratamento.

A isotipagem mostrou aumento de niveis de IgGl e IgG2a até o dia 63, para a
bacterina e o grupo S/prop. Inicialmente, notou-se predominancia de IgG2a, passando por
um equilibrio entre os dois isotipos, chegando ao dia 63 do experimento com
predominancia de IgG1, para os tratamentos bacterina e s/prop. Para a vacina comercial,
o comportamento foi maior de IgG2a em todos os periodos analisados, mas
numericamente inferior aos tratamentos bacterina e s/prop.

lll. Resposta humoral em camundongos BALB/c

Percebeu-se a formacéo de pequenos abcessos no local de administracdo do produto
comercial em camundongos BALBI/c.

Os valores de densidade 6ptica demonstraram aumento progressivo para o tratamento
com bacterina até o dia 42, sendo que no dia 63 demonstrou um leve declinio. Esse
comportamento também foi observado para a formulacdo S/prop, sendo que ambas

apresentaram diferenca (p<0,05) em relacdo aos demais tratamentos, sem no entanto
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diferirem entre si. Nao houve diferenca entre os valores de DO nos dias 42 e 63 para
esses tratamentos quando analisados de forma independente (fig. 4). O produto comercial
e a prépolis ndo apresentaram diferenca estatistica entre si, sem diferenca do controle
negativo.

A isotipagem de IgG em soro de camundongos BALB/c apresentou comportamento
semelhante ao demonstrado pelos bovinos. Foi observado um aumento progressivo até o
dia 42 de IgG1 e IgG2a para 0s grupos testes bacterina e S/prop, percebendo um leve
declinio no dia 63. Tanto para o grupo bacterina, como para o grupo S/prop, houve
predominancia de IgG1, a partir do dia 21, sendo observado diferenca para o grupo
S/prop do dia 42. Os demais tratamentos ndo mostraram alteragdo do comportamento em
relacdo ao grupo controle negativo (fig. 5).

IV. Resposta celular em bovinos

O numero de transcritos para citocinas nos leucécitos de bovinos foi determinada por
PCR quantitativo nos dias 21, 42 e 63 do experimento. A analise da expressao relativa do
RNAmM de INF-y mostrou que no tratamento bacterina, o RNAm foi expresso 13,7 vezes
mais (p<0,001), e no grupo S/prop, a expressao relativa foi 10,7 vezes maior que a
encontrada nos animais em que ndo houve estimulo vacinal. Nao houve diferenca entre
os valores dos grupos bacterina e S/prop e ambos os grupos ainda foram estatisticamente
superiores ao tratamento comercial (fig 6a).

A expressao relativa de IL-2 demonstrou comportamento semelhante ao INF-y, com o
tratamento bacterina apresentando maior resposta no dia 42 e expressao relativa de 14,7
vezes superior (p<0,001) ao controle negativo (fig 6b). A expressao relativa encontrada
para o tratamento S/prop foi 4,7 vezes maior que 0s animais que nao foram estimulados,
mas estatisticamente esse valor ndo diferiu do tratamento comercial, embora ambos

tenham sido estatisticamente diferentes do tratamento bacterina.
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A pesquisa de CxCR-5 demonstrou que o tratamento bacterina no dia 42 apresentou
expresséo relativa de 5,7 vezes mais, quando comparado com o controle negativo (fig
6d). Esse resultado ainda apresenta-se estatisticamente superior aos demais tratamentos
para o mesmo dia (p<0,05).

V. Resposta celular em camundongos BALB/c

O numero de transcritos para citocinas em bacos de camundongos foi determinado por
PCR quantitativo no dia 63 do experimento. Observou-se que o tratamento usando a
vacina comercial (comercial) foi melhor nas citocinas pesquisadas nessa espécie
(p<0,05), sendo expressa 18,3 vezes mais para IL-1 (p<0,05) e 39 vezes para IL-4
(p<0,01) do que os animais que nao receberam vacinacdo (Fig 6a e 6b). A pesquisa de
IL-4 (Fig 6b) mostrou que o tratamento prépolis foi 22 vezes maior (p<0,01), porém sem
diferenca em relacédo ao tratamento comercial.

Dlscusséo

A mastite € uma doenca multifatorial e até o momento ndo existe uma medida
preventiva eficiente, assim como o0s tratamentos recomendados nao sdo totalmente
eficazes. O desenvolvimento de uma vacina para S. aureus é dificil, porque a patogénese
destes organismos é multifacetada (SALGADO-PABON; SCHLIEVERT, 2014).

Em bovinos, avaliou-se o desempenho de uma bacterina contendo 6leo, extrato
hidroalcodlico de prépolis e isolados de S. aureus inativados. Além dessa, foi testada uma
formulacdo com composicdo semelhante mas sem o extrato de propolis, chamada S/prop.
Como controle positivo utilizou-se uma vacina comercialmente disponivel, e como controle
negativo solucéo de PBS esterilizado.

Os niveis de IgG total em bovinos foram detectados no dia 21 do experimento e
mantiveram-se, para 0s tratamentos bacterina e S/prop, sem diferenca entre os dias da

pesquisa, mas estatisticamente distintos dos grupos controles positivos e negativos
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(p<0,001). Esses resultados sdo diferentes dos encontrados por (PRENAFETA et al,,
2010), que trabalhando com bacterina contendo complexo antigénico associado ao slime,
encontraram um pico de producdo de anticorpos aos 56 dias do experimento, com
decréscimo para o dia 63, mas com dados estatisticamente superiores ao controle
negativo. Leitner et al. (2003), em um experimento com vacina comercial, observaram que
a maior resposta na producdo de anticorpos ocorreu entre a quarta e a quinta semana
apoés a vacinagao, com titulos apresentando decréscimo apds esse periodo. Dessa forma,
tanto a bacterina como a S/prop propostas na pesquisa, mantiveram indices de anticorpos
desde a terceira semana apos a primeira dose de vacina até o final do experimento, o que
ocorreu aos 63 dias.

O uso de extrato hidroalcéolico de prépolis verde na concentragdo de 40 mg.mL™* no
tratamento bacterina, demonstrou que houve diferenca significativa em relagdo ao grupo
controle (p<0,001), a semelhanca dos resultados encontrados por Fischer et al. (2007),
utilizando prépolis como adjuvante em uma vacina contra herpesvirus bovino tipo 5.
Nossos dados, entretanto, ndo mostram diferenga entre uso de propolis como
coadjuvante (bacterina), em relacdo ao tratamento que utilizou apenas adjuvante oleoso
(S/prop). Sabendo-se que a propolis provavelmente tenha uma acao sinérgica entre os
seus componentes, talvez a proximidade dos resultados entre os tratamentos bacterina e
S/prop foi devida ao lote de prépolis verde utilizado ou alguma divergéncia no processo de
elaboracdo do extrato hidroalcoolico, embora a metodologia utilizada tenha sido
semelhante a empregada por FISCHER et al. (2007). Além disso, pode-se atribuir a
diferenca entre os antigenos das vacinas e suas particularidades.

A isotipagem de IgG em bovinos demonstrou que 21 dias apés a primeira dose do
tratamento com a bacterina, houve uma resposta predominantemente de 1gG2a, sendo

gue esse isotipo equivaleu ao IgG1l aos 42 dias apds o inicio do experimento e duas
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doses do tratamento bacterina, chegando a terceira coleta no dia 63 e apds trés doses do
tratamento com predominancia de IgG1l. O comportamento observado parece concordar
com o exposto por Sforcin (2007), havendo uma imunomodulagéo pela propolis, iniciando
com uma resposta humoral e aos poucos tendendo a estimulo para resposta celular. No
entanto, esse comportamento foi similar ao demonstrado pelo tratamento S/prop, em que,
as sucessivas aplicagcdes da mesma dose em ambos os tratamentos, refletiu em uma
resposta que inicialmente era de Th2, com caracteristicas de resposta humoral, chegando
ao final do experimento inclinando-se ao estimulo de resposta celular com o predominio
de resposta por IgG2a. Entretanto, cabe ressaltar que ambos os tratamentos citados
diferiram do tratamento comercial que apresentou D.O. em menor valor e comportamento
constante de predominancia na resposta por Th2 e maior resposta aos 42 dias. Todos os
trés tratamentos foram superiores ao tratamento PBS.

Para camundongos BALB/c, além dos mesmos tratamentos aplicados aos bovinos,
também foi utilizado 400uL de solugéo de prépolis a 4%. Para controle positivo, utilizou-se
uma vacina comercialmente disponivel indicada para controle de mastite em bovinos, com
adequacao da dose em funcéo do peso corporal do modelo animal.

A pesquisa de IgG total em camundongos BALB/c demonstrou que apés duas doses do
tratamento bacterina e S/prop correspondente ao dia 42 do experimento, o valor de D.O.
no ELISA indireto foi superior aos tratamentos anteriores, mantendo-se elevado até o final
do experimento (dia 63), sem diferencas entre esses dois tratamentos e sem diferenca
entre essas coletas, porém estatisticamente significativo em relacédo as coletas anteriores.
Os resultados obtidos estdo em concordancia parcial com os descritos por Leitner et al.
(2003), que usaram uma formulacdo de bacterina associada a adjuvante, e observaram
uma elevacdo no titulo de anticorpos aos 20 dias, mantendo-se elevado até o final do

experimento que ocorreu aos 90 dias. Ainda nesse experimento, Leitner et al. (2003),
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observaram que uso de bacterina sem estar associado ao adjuvante, sofreu um aumento
de resposta aos 30 dias, declinando gradualmente até os 60 dias, onde se manteve
constante, porém em todas as coletas sempre esteve inferior ao observado no tratamento
com adjuvante. Neste estudo, observou-se que nédo houve diferenca entre os tratamentos
usando propolis) e o que utilizou o 6leo (S/prop.) como adjuvante. Esses resultados
diferem do que Fischer et al. (2007) encontraram em uma pesquisa associando propolis
verde brasileiro a herpesvirus bovino tipo 1, adicionado de hidréxido de aluminio, onde os
camundongos inoculados apresentaram altos titulos de anticorpos. Chu et al. (2006)
também observaram aumento significativo no nivel de anticorpos em carpas vacinadas
contra Aeromonas hydrophila, contendo propolis como adjuvante, em relacdo ao grupo
controle sem adjuvante. Deve-se considerar que a propolis € uma mistura complexa de
uma série de componentes, que atuam de forma sinérgica e que varia¢des individuais na
composicao, podem resultar em atividades farmacologicas distintas (SFORCIN, 2005).
Assim, é possivel que outros compostos estivessem presentes e nao foram identificados
na analise cromatografica, possam estar influenciando na complexa estimulacdo ou
inibicdo que a propolis desempenhou. Adicionalmente, deve-se considerar que existem
particularidades ligadas ao antigeno que levaram ao resultado encontrado.

O tratamento Prépolis ndo promoveu incremento nos niveis de anticorpos IgG em soro
de camundongos. Isso permite inferir que o comportamento observado na pesquisa indica
gue o tratamento bacterina e S/prop. apresentam capacidade de induzir resposta no
modelo animal pesquisado, 0 que representa um caminho promissor, uma vez que
Pellegrino et al. (2010) recomendam o uso de imunomoduladores para controle de surtos
de mastite por S. aureus como uma alternativa ao uso de antibioticos, que podem levar a
aumento da resisténcia bacteriana na cadeia de producdo de alimentos. Finalmente, &

importante ressaltar que o tratamento comercial, no entanto, ndo apresentou diferenca ao
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longo do experimento, com resultados de D.O. significativamente inferiores aos
tratamentos bacterina e S/prop., comportando-se de forma semelhante aos tratamentos
Propolis e PBS.

A isotipagem de IgG em camundongos demonstrou um pico de expressao de IgGl e
lgG2a no dia 42 do experimento, com leve declinio no dia 63, para os tratamentos
bacterina e S/prop, sendo que ao longo de todas as coletas houve predominéancia de
lgG1. Nao foi observada diferenca entre os tratamentos comercial, Prépolis e PBS. A
pesquisa com modelo murino indicou que a resposta seria predominantemente humoral.
Chang et al. (2008) relatam que o murino é um modelo adequado para reproduzir as
respostas de bovinos, guardando as diferencas clinicas, porém no presente trabalho essa
relacdo foi observada na pesquisa de IgG total. Quando é feita a analise de isotipagem,
percebe-se que os resultados sdo discordantes, o que indica cautela ao se fazer
conclusdo quando se utiliza um modelo animal diferente da espécie alvo.

A pesquisa da expresséo de INF-y em leucécitos de bovinos mostrou que o tratamento
bacterina promoveu uma expressao relativa 13,7 vezes maior que o controle negativo, no
dia 42 do experimento (Fig 6). Nesse mesmo dia, o tratamento S/prop também
apresentou sua maior expressao relativa, que foi 10,7 vezes mais que 0s animais nao
vacinados, embora os animais desse grupo ja apresentassem uma expressao elevada
dessa citocina no momento do inicio do experimento. Houve, ainda, diferenca significativa
entre esses dois tratamentos (p<0,01) no dia 42 da pesquisa. Fischer et al. (2007),
trabalhando com diferentes tipos de adjuvantes para uma vacina contra herpesvirus suino
tipo 1 em camundongos, observou o0 aumento de INF-y nos esplendcitos dos animais que
receberam a vacina adicionada de propolis, efeito similar ao demonstrado por Sa Nunes
et al. (2003) com cultivos in vivo de esplendcitos. A presenca de niveis elevados de INF-y

€ encontrada em funcdo da presenca de leucécitos no leite em casos de mastite
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(FONSECA et al., 2009), sendo que a producdo de células Thl € essencial para que
ocorra a resposta imune celular (FISCHER et al., 2007a). Assim, embora 0 mecanismo de
atuacao exato da prépolis ainda ndo esteja totalmente esclarecido, € inegavel que uma
substancia que estimula a expressao de citocinas, como INF-y, refletindo em ampliacédo
da resposta imune, € uma forte candidata a adjuvante vacinal (FISCHER et al., 2007a)

A expressao de IL-2 por leucdcitos de bovinos no tratamento bacterina foi 14,7 vezes
maior que o controle negativo, e estatisticamente foi o tratamento que mais induziu
expressao. A IL-2, estimula a proliferacédo e ativacdo de células mononucleares e o INF-y
esta associado com a conversao de linfocitos ThO em Thl, ativacdo de macrofagos e
neutrofilos (FONSECA et al., 2009). As citocinas expressas pelo tratamento bacterina,
aparentemente induzem em bovinos uma resposta com caracteristica de imunidade
celular.

O dia 42, que corresponde ao pico de expresséo de IL-2 e INF- y equivale ao momento
em que a isotipagem demonstrou valores equivalente de IgG1 e Ig2a para o tratamento
bacterina, sendo que em uma coleta anterior (dia 21), havia maior valor de D.O. para
lgG2a, e uma coleta apés (dia 63), houve valores superiores de IgG1l. Dessa forma, os
resultados das citocinas INF- y e IL-2 associados aos resultados de isotipagem de IgG
permite inferir que houve um equilibrio entre as respostas imune humoral e celular ao
longo do experimento para o tratamento bacterina em bovinos.

A pesquisa da expressédo relativa do gene de CXCR5 para o tratamento bacterina,
demonstrou aos 42 dias do experimento um aumento 5,7 vezes maior que a expressao
nos animais ndo vacinados, tornando-se estatisticamente maior que o0s demais
tratamentos realizados. CXCR5 é o receptor de quimiocina CXC, que se liga a B-cell-
attracting chemokine 1 (BCA-1 ou CXCL13), produzido no processo de desenvolvimento

folicular da célula T helper (Th), que assegura uma grande qualidade nas respostas
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imunes celulares (MOSER; SCHAERLI; LOETSCHER, 2002). Revisando-se a literatura,
ndo é possivel encontrar a relacdo entre a expressdo de CXCR5 e os componentes da
propolis, mas os resultados encontrados na pesquisa parecem refletir um comportamento
desejavel a uma substancia com atividade adjuvante.

Houve aumento na expressao de IL-1 para o grupo de camundongos que recebeu a
vacina comercial, sendo sua expressao relativa de 18,3 vezes mais que 0 grupo que nao
foi vacinado, e superior aos demais tratamentos. A IL-1 € uma citocina envolvida em uma
série de eventos ligados a imunidade animal, entre elas a ativacdo de mondcitos e
macréfagos, a potencializacdo da producédo de anticorpos e estimulacdo de proliferacédo e
diferenciacdo de células B em sinergia com IL-4 e IL-6 (HELMBY; GRENCIS, 2004).
Embora seja atribuido ao propolis a capacidade de estimulo a expressao de IL-1 em
murinos (SFORCIN, 2007), os tratamentos da pesquisa em que 0 propolis estava
presente ndo demonstraram diferenca em relacdo ao controle negativo. Também Hemby
e Grencis (2004) descrevem que a expressao de IL-1 aparentemente estaria relacionada
a proliferacdo de alguns clones de Th2 in vitro, mas nado foi observado essa resposta
nessa pesquisa quando se analisa a fig. 5, onde as respostas de IgG1 em camundongos
foram baixas. Nesse mesmo raciocinio, embora a expressao de IL-1 para os tratamentos
bacterina e S/prop tenha sido baixo, observou-se que a D.O. para IgG1 foi mais alta que o
0 grupo tratado com vacina comercial.

Para IL-4, o aumento na expressao relativa observado para o tratamento comercial foi
39 vezes. Para essa interleucina, chama a atencdo que o grupo que recebeu apenas
prépolis apresentou uma expressao relativa 22 vezes superior ao observado nos animas
gue nao receberam nenhum tratamento, fazendo com néo haja diferenca estatistica em
relacdo ao grupo tratado com vacina comercial. A IL-4 estimula a diferenciacdo de

linfécitos ThO em Th2, induzindo uma resposta humoral (FONSECA et al., 2009), sendo
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ainda apontada por Hemby e Grencis (2004) como a citocina essencial, junto a IL-1, para
montar a resposta Th2 em camundongos, com estimulo sobre IgE, além de inibir a
resposta Thl (LIMA et al., 2004). Na pesquisa apresentada, os resultados de 1gG2a para
o tratamento S/prop foi ligeiramente superior de IgG1 em relagéo a IgG2 (Fig. 5), embora
o tratamento comercial ndo tenha demonstrado o mesmo desempenho na producdo de
anticorpos. Sforcin (2007) cita que a prépolis teria capacidade de reduzir a expressao de
IL-4 em humanos e juntamente com a reducdo de IL-2, teria capacidade de regular de
forma negativa tanto resposta Thl quanto Th2. Porém esse mesmo autor relata que
alguns compostos presentes na proépolis, particularmente o CAPE, podem de forma
isolada estimular a producéo de IL-4.

Os resultados obtidos nesse trabalho demonstram que o comportamento da bacterina
gue recebeu propolis como coadjuvante, apresentou resposta imune sistémica
semelhante a bacterina em que o coadjuvante ndo estava presente, mas com O
tratamento propolis mostrando maior expressdo para IL-2 e CXCR5. Ambas tiveram
desempenho superior ao controle negativo (PBS) e ao controle positivo (bacterina
comercialmente disponivel). Foi observado que a amostra de prépolis verde utilizada
apresentava 0s principais componentes descritos na literatura como importantes
moduladores da resposta imune. Assim, os resultados demonstram que a propolis verde
da formulacdo desenvolvida, apresenta potencial para 0 uso como coadjuvante em uma
vacina para controle da mastite bovina por S. aureus, necessitando pequenos ajustes e
um trabalho para verificar sua atuacdo em condi¢cdes de exploracédo leiteira comercial. No
trabalho foi observado que o tratamento bacterina ndo causou nenhum efeito indesejavel
nos modelos animais utilizados, apresentando-se como um produto que pode ser
incorporado a rotina pratica de trabalho das propriedades rurais leiteiras. Finalmente,

deve-se ressaltar a importancia da execucao do experimento no modelo animal a que se
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destina, pois embora CHANG et al. (2008) considerem o murino um modelo adequado
para reproduzir resposta de bovinos, o experimento em camundongos BALB/c néo
refletiu, na pratica, a totalidade do comportamento observado em bovinos. Confirmou-se
gue os camundongos ndo mimetizam totalmente as manifestacdes clinicas observadas
nas infeccbes (SALGADO-PABON; SCHLIEVERT, 2014).
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FIGURA 1. Niveis de IgG total em soro de bovinos inoculados com diferentes
formulacGes de bacterina para controle de mastite e PBS nos dias 0, 21, 42 e
63. Os dados representam os valores de densidade 6ptica (DO), Os resultados

apresentam a média + desvio padrdo e a andlise estatistica realizada foi LSD

Dia 42

S/prop. EKIPBS

para verificar as diferencas estatisticas. *p<0,001.

Dia 63

93



94

Dia 21 Dia 42 Dia 63
4 1 4
3.9 3
2] [ 2
[ T | T [
i T 14 T 11 T .
T T
i | 0 - | 0 i [ ]
Bacterina  Comercial  S/prop PBS Bacterina  Comercial  S/prop PBS Bacterina  Comercial ~ S/prop PBS
mIgGl mlgGla migGl mlgGla BigGl WlgG2a

Figura 2. Isotipagem de 1gG em soro bovino. Niveis de IgG1 (barra preta) e 1gG2a
(barra cinza) de amostras coletadas nos dias 21, 42 e 63. Os dados representam

a média £ desvios padrbes obtidos de amostras testadas em triplicata.
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FIGURA 3. Niveis de IgG total em soro de camundongo BALB/c inoculados com
diferentes formulacdes de bacterina para controle de mastite e PBS nos dias 0, 21, 42 e
63. Os dados representam os valores de densidade 6ptica (DO). Os resultados
apresentam a média = desvio padrdo e a analise estatistica realizada foi LSD para
verificar as diferengas estatisticas. *p<0,05, para os mesmos tratamentos nos dias 42 e
63 em relagao a todos os demais tratamentos. ** p<0,01 para os tratamentos (bacterina e

sem prépolis) sem haver diferenca entre os dias de coleta (42 e 63).
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FIGURA 5. Expresséo relativa de RNA de citocinas por leucécitos em bovinos. As
células foram estimuladas in vitro com S. aureus inativado (103 UFC.mL™) por 18
horas. O RNA total foi extraido e o cDNA correspondente foi submetido a gPCR.
As expressodes de INF-Y (A), IL-2 (B) e CXCR-5 (C) foram calculadas a partir de
valores do ciclo de threshold (Ct), normatizados por valores de Ct obtidos a partir
de leucécitos de bovinos ndo vacinados. Os resultados foram expressos em
média + desvio padrdo e a analise estatistica realizada foi LSD para verificar as
diferencas estatisticas obtidas pelas medidas de repeticdo. *p<0,001 do
tratamento em relacdo a todos os outros tratamentos e dia da citocina
pesquisada. **p<0,001 para esse tratamento em relagéo a outros tratamentos do
mesmo dia. + p<0,01 do tratamento em relagédo a todos os outros tratamentos e
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FIGURA 6. Expressao relativa de RNA de citocinas por esplendcitos de
camundongos BALB/c. As células foram estimuladas in vitro com S. aureus
inativado (10% UFC.mL™?) por 18 horas. O RNA total foi extraido e o cDNA
correspondente foi submetido a gPCR. A expressao de IL-1 (A) e IL-4 (B)
foram calculadas a partir de valores do ciclo de threshold (Ct), normatizados
por valores de Ct obtidos a partir de esplendcitos de camundongos nédo
vacinados. Os resultados foram expressos em média + desvio padrdo e a
analise estatistica realizada foi LSD para verificar as diferencas estatisticas

obtidas pelas medidas de repeticédo. *p<0,05, **p<0,01.
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Tabelas e legendas

Tabela 1. Sequéncia de iniciadores qPCR para citocinas em cultivo de leucécitos bovinos

Gene Forward (5’-3’) Reverse (3’-5) TM(°C)
B-actina TGTCCACCTTCCAGCAGATG CTAGAAGCATTTGCGGTGGA 57,1
INF-y CAGAAAGCGGAAGAGAAGTCAGA  CAGGCAGGAGGACCATTACG 60,0
IL-2 CCTCGAGTCCTGCCACAATG CCGTAGAGCTTGAAGTAGGTGC 57,3

CXCR5 TACCCTCTCACTCTGGACATGG  CTCCGTACTGTCATTGTAGCTCC 57,7

Tabela 2. Sequéncia de iniciadores qPCR para citocinas em cultivo de esplendcitos de
camundongos BALB/c

Gene Forward (5-3’) Reverse (3’-5) TM(°C)
B-actina AGAGGGAAATCGTGCGTGAC CAATAGTGATGACCTGGCCGT 59,6
IL-1 CAACCAACAAGTGATATTCTCCATG  GATCCACACTCTCCAGCTGCA 58,8

IL-4 CCAAGGTGCTTCGCATATTT ATCGAAAAGCCCGAAAGAGTACA 60,0




5 Consideragoes finais

- A andlise cromatografica da amostra do extrato hidroalcodlico de proépolis
verde utilizada na pesquisa indicou a presenca de acido fendlico, acido para-
cumarico e artepelin C.

- Foi observado que, 21 dias ap6s a primeira dose de bacterina contendo
propolis como adjuvante, em bovinos houve aumento de IgG, permanecendo altos
até o dia 63, que correspondeu ao final do experimento.

- O aumento de IgG em bovinos vacinados com a bacterina contendo prépolis
como adjuvante, foi observado também nos animais aos quais foi utilizado a
bacterina sem propolis.

- Na atual pesquisa e com a metodologia utilizada, observou-se que a IgG,
nos bovinos que foram tratados com a vacina comercialmente disponivel, foi menor
do que o observado para a bacterina contendo propolis como adjuvante e bacterina
sem propolis.

- Em camundongos, os niveis de IgG aumentaram progressivamente até o
42° dia apoés a primeira dose de bacterina contendo propolis verde como adjuvante e
vacina sem propolis, com declinio no dia 63.

- Tanto em bovinos como em camundongos foi observada uma tendéncia de
imunomodulacdo para 0s animais que receberam a bacterina contendo prépolis
verde como adjuvante e a vacina sem prépolis.

- Nos bovinos, foi observado no 42 dia, que houve expresséo 13,7 superior de
transcricdo de RNAm para INF-y, 14,7 vezes mais transcricdo de RNAm para IL-2 e
5,7 vezes mais transcricdo de RNAm para CXCR-5 nos animais que foram
vacinados com a bacterina contendo propolis verde como adjuvante, em relacdo aos
animais do grupo controle negativo.

- O propolis verde, na forma de extrato hidroalcoolico, tem potencial para
atuar como adjuvante em uma vacina para mastite bovina por S. aureus, através de

sua acao imunomoduladora.
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