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AVALIACAO DA CARGA INFECTANTE DE Mycoplasma hyopneumoniae E DA
IMUNOPATOLOGIA DA FASE CLINICA DA PNEUMONIA ENZOOTICA EM SUINOS
EXPERIMENTALMENTE INFECTADOS

RESUMO- Mycoplasma hyopneumoniae é o agente etioldgico da Pneumonia
Enzodtica Suina (PES), enfermidade de distribuicdo mundial, e responsavel por prejuizos
como queda no ganho de peso diario e aumento da susceptibilidade dos animais
acometidos a infeccbes respiratérias secundarias mais graves. Os principais fatores
envolvidos na formacédo de lesdo de consolidagdo cranio-ventral em suinos infectados
ainda nao séo bem elucidados. Sendo assim, este estudo teve como objetivo esclarecer
0s principais fatores imunoldgicos e de carga bacteriana envolvidos na formacao de
lesbes macroscépicas, bem como a dindmica do agente em quatro pontos no tempo da
fase aguda da enfermidade em suinos experimentalmente infectados. Para este fim, 24
suinos provenientes de fazenda livre de M. hyopneumoniae foram divididos em dois
grupos: controle (n=8) e infectados (n=16). No dia 0 pos-infeccdo (dpi) os animais do
grupo infectado foram inoculados com in6culo de pulmé&o contendo 108 CCUMmL de
M.hyopneumoniae, pela via intratraqueal, enquanto os animais do grupo controle foram
inoculados com 5 mL de meio esterilizado. Semanalmente, os animais foram
examinados, pesados e amostras de sangue e suabes nasais foram colhidas. Nos dias
14, 28, 42 e 56 pobs-infeccdo quatro animais infectados e dois controles foram
eutanasiados e necropsiados. Durante as necropsias realizou-se o escore de leséo
pulmonar macroscopica e foram colhidas amostras biolégicas de lesdo pulmonar (QPCR
e histopatologia), lavado traqueobrénquico (LTB; gPCR) e de trés porcdes anatdbmicas
diferentes de traquéia (QPCR e histopatologia). Amostras de lesdo pulmonar também
foram coletadas para se analisar a expressao génica de citocinas envolvidas no processo
inflamatério. A quantificac@o estimada do agente em pulm&o mostrou tendéncia a ser
maior nos grupos 42 e 56 dpi, (14 dpi — 1,55 x 103; 28dpi — 8,4 x 103; 42 dpi- 3,2 x 10* e
56 dpi-1,11 x 10°) ao contrario do escore de lesdo macroscopica (14 dpi — 18,45%, 28dpi
— 15,84%, 42 dpi- 7,0% e 56 dpi — 6,25%). A expressao dos genes das citocinas TNF-q,
IL-1B, IL-6, IL-8 e INF-y mostraram-se significativamente correlacionados com a extensao
de area de lesdo e outros efeitos patolégicos como queda no ganho de peso diario. A
quantificacdo estimada do agente na traqueia mostrou um tropismo pela por¢cdo mais
caudal deste 6rgdo, bem como a quantificagdo em LTB mostrou que aos 28 dpi a
populacdo do agente na arvore brbnquica apresentou seu apice. As alteracdes
patolégicas e carga bacteriana analisadas nos periodos evidenciam que a resposta
inflamatoria do hospedeiro apresentou maior influéncia na formacdo de lesdes
macroscopicas de consolidagdo cranio-ventral no pulmdo do que a quantidade desse
patdgeno presente nesse 0rgao ao longo do tempo.

Palavras-chave: Doencas infecciosas, imunologia veterinaria, citocinas, expressao
génica, doencas de suinos



ASSESSMENT OF Mycoplasma hyopneumoniae INFECTANT BURDEN AND
IMMUNOPATHOLOGY OF SWINE ENZOOTIC PNEUMONIA IN EXPERIMENTALLY
INFECTED SWINE

ABSTRACT- Mycoplasma hyopneumoniae is the etiological agent of swine
enzootic pneumonia (SEP), an infectious respiratory disease reported worldwide and
associated with losses in average daily growth and increased susceptibility of infected
animals to secondary respiratory infections. The main pathological factors involved in lung
macroscopic lesion formation remains not fully understood. Consequently, this study
aimed to assess immunopathological factors and M. hyopneumoniae infectant loads in
macroscopic lesion formation, and to monitor the pathogen dynamics in four intervals of
SEP acute phase in experimentally infected swine. 24 pigs originated from M.
hyopneumoniae free farms were divided into two groups: non-infected control (n=8) and
infected (n=16). At day 0 post-infection (dpi) animals of infected group were intratracheally
inoculated with lung inoculum containing 108 CCU/MmL of M. hyopneumoniae, while non-
infected control group was mock infected with sterilized medium. The animals were
monitored and weighted and had serum and nasal swabs collected weekly. At 14, 28, 42
and 56 dpi, four animals from the infected group and two of control group were euthanized
and necropsied. During necropsy, the lung macroscopic lesion score was assessed and
lesion samples (gPCR, histopathology and gene expression) were collected, as well as
bronchus alveolar lavage fluid (BALF; gPCR) and trachea samples from three different
anatomic sites (QPCR and histopathology). The estimated quantification of the pathogen
in lung lesion samples presented a growing trend (14 dpi — 1.55 x 103; 28dpi — 8.4 x 103;
42 dpi- 3.2 x 10% and 56 dpi-1.11 x 10°), while the macroscopic lesion score presented an
opposite trend (14 dpi— 18.45%, 28dpi — 15.84%, 42 dpi- 7.0% and 56 dpi — 6.25%). The
cytokine’s TNF-aq, IL-13, IL-6, IL-8 and INF-y gene expression were significantly correlated
to macroscopic lung lesion score and other pathological effects such as average daily
weight gain reduction. The quantification of M. hyopneumoniae in tracheal samples
confirmed a higher tropism of the pathogen to the lower part of the respiratory tract, and
the quantification in BALF samples showed a pathogen population peak at 28 dpi. The
pathological responses and the pathogen load analyzed in the evaluated period showed
that the host’s inflammatory response presented higher influence in macroscopic lung
lesion formation compared to the bacterial load in the lesion site.

Keywords: Infectious diseases, veterinary immunology, cytokines, gene expression,
diseases of swine
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CAPITULO 1 - Consideracdes Iniciais

1. INTRODUCAO

A suinocultura brasileira € uma cadeia produtiva em amplo desenvolvimento que
gera milhares de empregos diretos e indiretos, rendendo para a economia brasileira
ganhos na casa dos milhdes de reais. A crescente modernizacgéo e industrializacdo dessa
cadeia produtiva traz outras consequéncias secundarias que acabam por reduzir a
produtividade. Dentre essas barreiras que cerceiam o crescimento da producéo estdo o
aumento da incidéncia e a dificuldade no controle das enfermidades respiratérias
consequente a alteracbes no ambiente de criacao.

Medidas que visam aumentar a producdo, como a adocdo de alta densidade
animal, aliada a outros problemas de manejo, como a baixa circulacédo de ar nos galpdes
e a introducdo de animais de origens variadas nos rebanhos, propiciam a disseminacéo
de enfermidades infecciosas entre os animais. Nesse contexto, as enfermidades
respiratérias ganharam relevante importancia na suinocultura mundial por trazerem
grandes prejuizos ao setor.

Entre as principais destaca-se a Pneumonia Enzodtica Suina (PES), enfermidade
infecciosa causada por M. hyopneumoniae, microrganismo amplamente distribuido nos
paises que apresentam suinocultura expressiva. Os animais acometidos por essa
enfermidade apresentam como principal manifestacao clinica tosse seca, nao produtiva
e, principalmente, queda no ganho diario de peso. Esta ultima caracteristica é a principal
responsavel por prejuizos ao produtor. Ainda, gastos com assisténcia médico veterinaria,
medidas reforcadas de biosseguranca e medicacdo na racdo para controle da
enfermidade nas fases de creche e engorda, aumentam o impacto dessa enfermidade na
producdo de suinos e, consequentemente, a colocam em evidéncia na suinocultura
moderna.

Entretanto, apesar da importancia ja destacada da enfermidade, alguns aspectos
referentes ao comportamento e acdo patogénica do M. hyopneumoniae ndo estdo

esclarecidos, como por exemplo os fatores determinantes do aparecimento, extensdo e



gravidade das lesdes, entre outras caracteristicas da dinamica, da patogenia do agente
e as relacbes com as respostas imunes do hospedeiro.

O conhecimento da dinamica da carga do agente ao longo da fase aguda da
enfermidade bem como o mapeamento dos momentos em que h& maior acao patogénica
no tecido pode servir para orientar aplicacédo de tratamento aos animais, reduzindo assim
além dos gastos com medicamentos o uso indiscriminado de antimicrobianos na racéo
dos animais, amplamente utilizado no controle da enfermidade. O uso de tais substancias
além de contribuir para a selecdo de amostras mais resistentes, exige periodos de
caréncias prévio ao abate dos animais e impacta negativamente na imagem de todo o
sistema produtivo, uma vez que o apelo por uma criacao livre do uso de substancias
antimicrobianas esta no enfoque dos mercados consumidores do mundo inteiro.

Sendo assim, estudos utilizando ferramentas modernas disponiveis e que gerem
dados sobre a patogenia da doenca séo de grande importancia para fornecer base para
a adocdo de métodos mais eficientes na prevencéo, controle e aplicacdo precisa de
tratamento nas fases da criacdo em que 0s animais sdo mais acometidos. Dessa forma,
propde-se 0 monitoramento de uma infeccdo experimental, causada por uma estirpe
moderadamente virulenta por meio de técnicas laboratoriais recentes que podem trazer
dados novos, Uteis e de grande relevancia cientifica, sobre a dinamica do agente nos
tecidos e oOrgaos do hospedeiro, 0 estimulo a resposta imune e a relacdo desses
parametros com lesdes em pulméo. Sendo assim, estudos como realizado neste projeto
sao de grande utilidade para a suinocultura, visto que busca esclarecer relagbes pouco
estudadas, ou que sdo imprecisas, da dindmica de infec¢do pelo M. hyopneumoniae e a

patogenia da PES.



2. REVISAO DE LITERATURA

Micoplasmas sdo as menores bactérias que possuem capacidade de auto
replicacdo. Esses agentes pertencem a classe Mollicutes e sdo patogénicos para uma
enorme variedade de espécies animais, incluindo suinos (Rottem et al., 2003).
Mycoplasma hyopneumoniae é o principal agente causador da Pneumonia Enzootica
Suina (PES), enfermidade respiratéria crénica caracterizada por tosse seca ndo produtiva
e gqueda no ganho de peso diario dos animais (Vranckx et al., 2012).

A PES apresenta distribuicdo mundial e causa grandes prejuizos para a
suinocultura industrial (Ruiz et al., 2003). Lesbes caracteristicas de pneumonia S&ao
comumente encontradas em abatedouros de suinos, estimando-se uma prevaléncia
mundial entre 19% e 79% (Fablet et al., 2012), o que comprova o impacto das
enfermidades respiratdrias na suinocultura. No estado de Santa Catarina, Brasil, um dos
principais produtores de suinos, estudo de Carrijo (2012) encontrou uma prevaléncia de
96,87% de resultados positivos analisando amostras de lesdes pulmonares por nested
PCR, enquanto outro estudo detectou em trés granjas de uma grande empresa
aproximadamente 76% de prevaléncia de lesfes pulmonares sugestivas de PES em
animais abatidos (Tamiozzo et al., 2011).

Em outra pesquisa realizada no Estado de S&o Paulo, foram detectadas 52% de
amostras de soro positivas colhidas em um frigorifico na regido centro-oeste do estado
(Vicente et al., 2013). Apesar de existirem poucos dados sobre a prevaléncia da PES em
regides do Brasil, é possivel notar que a enfermidade é endémica nas principais regides
produtoras do pais. A alta taxa de morbidade da enfermidade resulta na alta prevaléncia
que a enfermidade apresenta a nivel mundial (Marois et al., 2007).

Ainda, a PES apresenta baixas taxas de mortalidade nos rebanhos acometidos,
sendo o prejuizo na producao mais relacionado ao aumento dos custos com o tratamento,
a queda no ganho de peso diario e, consequentemente, o0 menor preco de mercado das
carcacas por serem menores (Maes et al., 2008). Outro fator importante como causador

de prejuizos é o fato deste agente possuir capacidade de se associar a outros patbgenos



respiratorios de suinos causando o chamado complexo das doencas respiratorias de
suinos (CDRS), que pode cursar com alta mortalidade e maiores prejuizos (Choi et al.,
2003).

Entretanto, os prejuizos financeiros decorrentes da acdo desse agente em
rebanhos suinos séo pouco relatados. Os prejuizos calculados decorrentes da entrada
da enfermidade em um rebanho livre foram de U$ 7,92 por animal (Gillespie, 2013),
podendo chegar a U$ 10,12 quando associado a outro patdégenos respiratérios como o
virus da influenza suina (SIV) (Haden et al.,, 2012). Enquanto os beneficios da
erradicacdo em um rebanho afetado chegaram na casa do U$837,375 por ano, e
aproximadamente U$ 7,00 a mais por animal abatido (Silva et al., 2019).

Apesar dos prejuizos financeiros causados pela enfermidade serem altos, a
erradicacdo da enfermidade de rebanhos infectados é dificultada por caracteristicas da
infeccdo. A transmissdo entre animais ja foi demonstrada, experimentalmente, como
sendo lenta e ocorrendo na taxa de 1,28 animais por semana (Roos et al., 2016). Por
outro lado, M. hyopneumoniae pode persistir e ser excretado por porcas infectadas por
até 219 dia pés-infeccdo, apés completa remissdo dos sinais clinicos (Pieters et al.,
2009). Tal aspecto da epidemiologia chama atencdo quando analisado conjuntamente a
relatos de que os suinos comumente se infectam durante a fase de maternidade devido
0 contato préximo entre leitdes recém-nascidos e as matrizes infectadas (Casalmiglia &
Pijoan, 2000).

Estudo realizado por Pieters et al. (2014) mostrou um significativo aumento nas
chances de um leitdo de maternidade se infectar, ainda nesta fase, quando existem
porcas cronicamente infectadas no mesmo recinto. O quadro pode ser agravado nas
fases posteriores da producéo, principalmente na creche, onde ha a mistura de lotes, e
consequentemente, a infeccdo é amplificada devido ao contato de animais infectados
com nao infectados (Fano et al., 2005). Ainda, o constante nascimento de leitdes, bem
como a introdugcédo de marrds de reposicao no rebanho acabam por sempre garantir a
presenca de novos hospedeiros susceptiveis e consequentemente, garantir a
persisténcia da enfermidade no rebanho (Takeuti et al., 2017; Maes et al., 2018).

Outro fator envolvido na capacidade do patbgeno em permanecer no pulméo é a



falha que anticorpos séricos, como IgG, apresentam no combate o M. hyopneumoniae,
uma vez que por se localizar na superficie do epitélio, a presenca de anticorpos séricos
nao confere imunidade protetora contra a enfermidade, apenas impedindo a
disseminagédo para outros sistemas do organismo do hospedeiro (Thacker & Minion,
2012; Pieters et al., 2014).

Apesar da infeccdo ocorrer no inicio da vida, o quadro mais grave da enfermidade
se apresenta durante as fases de terminacéo e engorda quando as lesdes pulmonares e
0S prejuizos no ganho de peso sdo mais evidentes (Sibila et al., 2009), sendo assim a
PES é reconhecida como uma enfermidade de carater cronico (Thacker & Minion, 2012).

As lesbes pulmonares macroscoépicas sdo compostas por areas de consolidagéo
pulmonar, geralmente em lobos apicais, cardiaco, intermediario e partes mais craniais do
lobo diafragmatico. Tais les6es em geral apresentam regressao total em torno de 12 ou
14 semanas apoés infeccdo deixando apenas uma cicatriz (Maes et al., 2008). As
principais lesbes microscopicas associadas a presenca de M. hyopneumoniae no pulméo
sdo broncopneumonia catarral caracterizada por grande infiltracdo de neutrdfilos,
linfécitos e macréfagos no lumen e hiperplasia de tecidos linfoides associados aos
brénquios (BALTSs) (Hillen et al., 2014). Outras alteracdes como o aumento da densidade
de células produtoras de muco e espessamento do epitélio pulmonar também estdo
associadas a presenca de M. hyopneumoniae no sistema respiratorio de suinos
(Rodriguez et al., 2016).

A analise de lavado traqueobrénquico (LTB) tem alta sensibilidade para a
deteccdo do microrganismo, uma vez que apesar de ja ter sido encontrado em outras
localiza¢Bes do sistema respiratorio dos suinos, traqueia brénquios e bronquiolos sé&o os
sitios primario e principais de infecgdo (Kwon et al., 2002, Marois et al., 2007; Marois et
al., 2010), apesar de ocorrerem alteracdes na localizacdo do agente durante o curso da
infeccdo. Estudo de Otagiri et al. (2005) mostrou uma concentracdo 100 vezes maior de
M. hyopneumoniae em traqueias e bronquios do que na cavidade nasal, uma vez que
esta ultima s6 é colonizada, por meio dos acessos de tosse, quando ha grande
concentracdo do agente nos pulmdes e brénquios.

Por meio de técnicas de hibridizacao in situ, foi possivel observar a presenca do



material genético do agente na superficie epitelial dos broénquios, bronquiolos,
pneumacitos tipo | e em macroéfagos alveolares, de suinos experimentalmente infectados
(Kwon & Chae, 1999). Entretanto, a presenca em porcdes mais caudais do sistema
respiratério como epitélio alveolar e macréfagos alveolares possivelmente esta
relacionada a curso mais avancado da enfermidade (Kwon et a., 2002). A dinamica da
colonizacdo do sistema respiratorio do suino por M. hyopneumoniae ainda nao esta
completamente elucidada.

Uma das caracteristicas de M. hyopneumoniae é a capacidade de adesdo as
células epiteliais, sendo considerado um patégeno do epitélio respiratorio (Razin et al.,
1992). Essa localizacdo do microrganismo causa ciliostase do epitélio respiratorio (DeBey
e Ross, 1994), além de alteracbes na estimulacéo da resposta inflamatéria que facilitam
a instalacao e infeccao por outros patdgenos do sistema respiratério dos suinos (Maes et
al., 2008). Alterac6es morfolégicas e conformacionais, detectadas in vitro, em células de
traqueia de suino demonstraram a acdo patogénica do agente neste sitio (Leal Zimmer
et al., 2019).

Dentre as alteracBes na resposta inflamatéria relacionadas a presenca de
antigenos do M. hyopneumoniae, podem-se citar o estimulo anormal da liberacédo de
citocinas pré-inflamatorias, liberacdo de 6xido nitrico e de espécies reativas do oxigénio
por macrofagos, e principalmente, o estimulo a apoptose em células mononucleares de
defesa (Bai et al., 2015; Liu et al., 2019)

Entretanto, exceto em casos graves, a enfermidade é caracterizada apenas pelo
aparecimento de tosse e reducéo no ganho diario de peso (Rodriguez et al., 2016). Relato
de infeccdo experimental aponta que em média a tosse aparece por volta do 13° dia pos
infecc@o (dpi) nos animais e a soroconversdo ocorreu apenas no 22° dpi (Sgrensen et
al., 1997). Outro estudo mostrou que 0s sinais clinicos, indicativos da fase aguda da
doenca, duraram até aproximadamente 80° dpi (Pieters et al., 2009). A frequéncia e
severidade dos sinais clinicos esta diretamente relacionada com diversos fatores, como
a estirpe do agente, a pressao de infeccdo, a presenca de co-infeccdo com outros
patogenos e, principalmente, a presenca de fatores de risco no ambiente de criacdo
animal (Sibila et al., 2007).



Marois et al. (2010) constataram que, para infeccbfes experimentais, uma
concentracdo minima de 108 células viaveis/mL foi necessaria para a inducdo de lesées
pulmonares nos animais, e nos grupos infectados com concentracdes maiores (10%?
CCU/mL), o surgimento de sinais clinicos foi mais rapido. Por outro lado, ainda néo
existem relatos precisos sobre a dose infectante a campo, e a viruléncia da estirpe de M.
hyopneumoniae ainda € considerada o principal fator envolvido na severidade da
enfermidade (Villarreal et al., 2011).

Variacdes na viruléncia entre isolados de campo ja foram relatadas e classificadas
em alta, moderada e baixa viruléncia com base na severidade dos sinais clinicos (Vicca
et al., 2003). Meyns et al, (2007) relataram que estirpes com viruléncia moderada e alta
apresentaram um crescimento in vitro mais acelerado, bem como, induziram uma maior
liberacdo de citocinas pro-inflamatérias como o Fator de Necrose Tumoral-a (TNF- a),
Interleucina-1 (IL-1) e Interleucina-6 (IL-6).

Acredita-se que a maior parte da leséo tecidual verificada na PES seja decorrente
da resposta inflamatéria descontrolada do hospedeiro, apesar deste mecanismo ainda
nao ser completamente elucidado atualmente (Thacker & Minion, 2012). Nesse sentido,
suinos selecionados para terem um sistema imune menos responsivo apresentaram
menores escores de lesdo macroscopica pulmonar quando infectados por M.
hyopneumoniae, em comparacao a suinos nao selecionados (Borjigin et al., 2016).

Suinos experimentalmente infectados apresentaram aumentos consideraveis na
expressdo das citocinas IL-2, IL-4, IL-8, IL-10 e TNF-a em células de BALT utilizando
técnica de imunohistoquimica (Lorenzo et al., 2006). Lipideos associados a membrana
de M. hyopneumoniae induziram a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias e de radicais
livres como moléculas de espécies reativas do oxigénio e de Oxido nitrico, que em alta
concentracdo causaram a apoptose de células polimorfonucleares do sangue periférico
dos animais (Bai et al., 2015).

Ainda, proteinas da membrana desse agente induziram menor liberacéo de IFN-y
em ratos quando comparado a proteinas ortdlogas de outras espécies de micoplasmas
apatogénicas (Leal et al., 2016). Pesquisa mais recente demonstrou que proteinas de

membrana de M. hyopneumoniae induziram uma maior liberagdo da citocina anti-



inflamatoria IL-10 em ratos quando comparado a proteina ortéloga de Mycoplasma
flocculare, agente apatogénico para suinos (Leal et al., 2016). Tal achado pode estar
diretamente relacionado com a capacidade do agente em modular a resposta proé-
inflamatoéria do hospedeiro e, consequentemente, persistir nos tecidos e causar leséo.

Vranckx et al. (2012) sugeriram haver uma possivel associacéo entre escores da
lesdo pulmonar e a concentracédo do agente no lavado traqueobrénquico (LTB) em suinos
na fase de terminacao e naturalmente infectados. Este fato sugere que a patogenia e a
viruléncia podem estar relacionadas também com a velocidade de multiplicacdo do
agente, e consequentemente, com a maior carga de microrganismos colonizando o trato
respiratorio do suino em determinado momento. Ja outro estudo correlacionou a
presenca de material genético do M. hyopneumoniae em broénquios e lesdes pulmonares
sugestivas de PES (Casalmiglia et al., 2000), porém a técnica diagnostica utilizada
(Nested PCR) ndo se permitiu se realizar nenhuma associacdo entre a extensao das
lesBes e a quantidade do agente colonizando o trato respiratorio.

Estirpes virulentas apresentaram maior morbidade, quando comparadas a estirpes
de baixa viruléncia, tal fato poderia estar relacionado a diferencas na velocidade de
multiplicac@o entre estirpes, consequentemente, levando a uma maior populacéo de M.
hyopneumoniae e maior excrecdo para o ambiente, facilitando a transmisséo (Meyns et
al., 2006). Todavia, ainda nao foi possivel correlacionar a presenca e a extensao de lesao
de pulm&o com a carga do M. hyopneumoniae colonizando os animais (Woolley et al.,
2012), uma vez que alta prevaléncia e altas taxas de incidéncia da enfermidade em um
rebanho ndo necessariamente implicam na presenca e grande extensdao de lesbes
pulmonares (Vicca et al., 2002).

A correlagdo entre a quantidade de M. hyopneumoniae colonizando as vias
respiratorias e o tamanho da lesédo pulmonar pode validar o uso da gPCR para predizer
lesdes pulmonares em animais vivos (Vranckx et al., 2012). Entretanto, existem poucas
informacdes sobre a real influéncia da concentragédo/localizagdo do agente nas vias
respiratorias e a influéncia das citocinas, sobre aparecimento/extensdo de lesdes

patogénicas, curso clinico da enfermidade e patogenicidade do agente.
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CAPITULO 2 - Relagdes entre a expresséo de citocinas e a carga bacteriana no
desenvolvimento de lesdes andtomo e histopatolégicas pulmonares em suinos

experimentalmente infectados com Mycoplasma hyopneumoniae amostra 232

1. INTRODUCAO

Mycoplasma hyopneumoniae € uma das principais bactérias envolvidas no
complexo das doencas respiratorias dos suinos (CDRS), produzindo a pneumonia
enzodtica suina (PES), enfermidade de desenvolvimento classicamente cronico
(Thacker & Minion, 2012; Takeuti et al., 2017). Este agente é responsavel por prejuizos
na suinocultura mundial em diversas frentes, mas principalmente pelas perdas
produtivas, como reducdo no ganho de peso diario (GPD) (Pointon et al., 1985),
resultante da ativacdo continua do sistema imunolégico e pela reacdo inflamatoria os
guais aumentam 0s gastos energéticos do metabolismo.

A colonizacao do trato respiratério pelo patdgeno em animais infectados resulta
principalmente em lesdes de consolidacao cranio-ventral, caracterizadas por coloracao
vermelho escura e consisténcia firme, localizadas em lobos apicais, cardiaco,
intermediario e raramente em lobos diafragmaticos (Thacker & Minion, 2012). As lesGes
geralmente apresentam tendéncia a reducdo com o passar do tempo e formacéo de
cicatrizes de aspecto acinzentado (Maes et al., 2008).

A deteccdo de lesbes caracteristicas em avalicdes post-mortem € a principal
ferramenta utilizada na pratica veterinaria para se detectar suspeitas da ocorréncia da
enfermidade e, de certa forma, estimar-se o grau de intensidade de acometimento do
rebanho (Garcia-Morante et al., 2016) tanto experimentalmente quanto em rebanhos a
campo. Entretanto, pouco se sabe sobre quais sdo 0s mecanismos diretamente
relacionados a formacdo de lesdo. Diferencas na patogenicidade e viruléncia entre
amostras de M. hyopneumoniae ja foram apontadas como envolvidas na intensidade e
consequentemente, na extenséao de leséo (Meyns et al., 2007).

Por outro lado, outro fator apontado como envolvido nas lesbes é a resposta

imune do hospedeiro. Assim, foi verificado que M. hypneumoniae é notadamente um
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patdgeno que apresenta capacidade de evadir da resposta imune do hospedeiro e de
induzir respostas imunopatologicas (Bai et al., 2013, Bai et al., 2015) e dessa forma
produzir infec¢des persistentes que podem durar até 256 dias (Pieters et al., 2009).

Acredita-se que essa estimulacao continua do sistema imune do hospedeiro seria
a raiz das respostas exageradas que resultam em lesdes de maior intensidade e
consequentemente de maior impacto na saude do hospedeiro (Thacker & Minion, 2012).
Substancias promotoras e reguladoras da inflamagcdo como citocinas e quimiocinas
guando liberadas em demasia e de forma continua podem resultar em dano tecidual
entre outras a¢fes deletérias o para organismo do hospedeiro (Devries et al., 1999).

InfecgBes por M. hyopneumoniae em cultivo celular de macrofagos alveolares
induziram a producdo de citocinas pro-inflamatorias (Hwang et al., 2011). Apesar de
serem poucos 0s estudos sobre correlacdes in vivo dessas citocinas com 0 processo
patologico de formacao de lesdo, sabe-se que elas estédo diretamente relacionadas com
a patofisiologia da formacé&o de lesGes pulmonares (Ahn et al., 2009).

Por outro lado, pouco se sabe sobre os principais mecanismos ativados do
sistema imune no sistema respiratério e como poderiam estar envolvidos na formacao
de lesdo e no combate a infeccdo por M. hyopneumoniae. Os niveis séricos de
anticorpos do is6tipo IgG2 contra essa bactéria ja foram correlacionados in vivo com a
presenca de lesdes de consolidacdo cranio-ventral em animais, indicando o possivel
envolvimento de linfécitos Th2 no desenvolvimento dessas lesdes pulmonares (Fraile et
al., 2010).

Sendo assim, este estudo teve como objetivo investigar os principais fatores
imunoldgicos e da carga bacteriana envolvidos na formacao de lesdo de consolidagédo
cranio-ventral e histopatolégica no pulméao de suinos experimentalmente infectados por

M. hyopneumoniae, amostra 232, em quatro momentos diferentes pos-infeccao.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Delineamento e infeccdo experimental

Um total de 24 suinos da raca Large White, com aproximadamente 28 dias de
idade, provenientes de uma fazenda livre de M. hyopneumoniae, foram utilizados nesse
estudo. Os animais foram convenientemente separados em grupos controle (n=8) e
infectados (n=18), alojados em instalacbes diferentes, visando mitigar problemas de
biosseguranca durante o periodo experimental.

Os animais foram alojados em baias com acesso livre a 4gua e alimentados duas
vezes ao dia com racdo. Apos a chegada os suinos passaram por sete dias de adaptacao
nas instalacées, momento em que foram colhidos suabes nasais e amostras de sangue,
com 0 objetivo de se assegurar o status de livre de infecgdo por M. hyopneumomiae.
Todos os animais foram negativos tanto na qPCR para detec¢cdo do agente como para
a presenca de anticorpos (IgG) no ELISA, e considerados aptos para utilizagcdo no
estudo.

No dia da infeccao (dpi 0), os animais foram inoculados com 10 mL de meio Friis
esterilizado (grupo controle) ou 10 mL de macerado de pulmdo de suino
experimentalmente infectado por M. hyopneumoniae amostra 232 patogénica (10°
CCUML) (grupo infectado) cedido pela lowa State University (Ames - IA, EUA) e diluido
em meio Friis. A infec¢do foi induzida por via intratraqueal de acordo com o padréo
recomendado pela literatura para infec¢des experimentais (Garcia-Morante et al., 2016).
Neste procedimento os animais foram contidos, e com o auxilio de um laringoscépio, o
cateter foi inserido na traqueia. Em seguida 10 mL do meio puro ou do inéculo foram
instilados pela sonda utilizando-se seringa descartavel e essa foi em seguida lavada com

10mL de solucéo fisioldgica.

2.2. Eutanasia e Necropsia

A cada 14 dias dois animais do grupo controle e quatro do grupo infectado eram

aleatoriamente escolhidos, eutanasiados e necropsiados. Para eutanasia foram
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utilizados dose intramuscular de Xilazaina 1mgKg, 10 mL de Cloreto de potéssio (KCI)
intracardiaco seguida de sangria do animal. ApOs constatada a morte, a necropsia foi
realizada, momento em que se avaliou o escore de lesdo pulmonar e foram colhidas
amostras para posterior analise. Neste experimento foram analisadas amostras colhidas
nos intervalos de 14, 28, 42 e 56 dpi.

Este trabalho foi submetido a Comisséo de Etica do Uso de Animais (CEUA) da

FCAV Unesp Campus Jaboticabal e aprovado com o numero de protocolo 9.952/16.

2.3. Exame fisico

ApoOs a infeccdo, os animais foram examinados a cada trés dias, momento em
gue foi feito exame fisico e a temperatura foi aferida. Semanalmente foram colhidas
amostras de sangue de todos animais, e os mesmos foram pesados em balanga para
calculo de ganho de peso diario. O calculo do ganho de peso diario (GPD) foi realizado
subtraindo-se o peso inicial dos animais do peso final, e dividindo-se a diferenca pelo
numero de dias em que o animal analisado esteve no experimento. Todos 0S grupos
foram alimentados com a mesma ragdo e alojados em instalacbes com condi¢cdes

semelhantes.

2.4. Sorologia

Amostras de sangue de cada animal foram colhidas por punc¢éao jugular utilizando-
se sistema a vacuo fechado (Vacutainer, BD - EUA). Em seguida, o sangue foi
centrifugado 8.000g por 15 minutos e 1mL de plasma foi colhido e armazenado em
microtubos (Axygen, EUA) a -20°C até o uso.

A deteccéo de anticorpos (IgG) anti-M. hyopneumoniae no soro dos animais foi
realizada utilizando-se kit de ELISA indireto M. hyo. Ab test (IDEXX, EUA). Os testes
foram realizados de acordo com as instrugdes do fabricante, e as absorbancias foram
lidas em espectrofotometro iIMARK (Biorad, EUA) no comprimento de onda de 650 nm.
O calculo do valor SP foi realizado de acordo com as recomendagdes do fabricante.

Como os animais foram experimentalmente infectados e mantidos em instalacdes
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isoladas, resultados suspeitos (S/P entre 0,3 e 0,4) foram consideradas positivas as
amostras com valor de S/P maior que 0,3 ao invés de 0,4 como preconizado pelo

fabricante.

2.5. Avaliagéo post-mortem do escore de lesdo pulmonar macroscoépica

A partir do 14° dpi e a cada intervalo de 14 dias, até o 56° dpi, dois animais do
grupo controle e quatro do grupo infectado foram aleatoriamente escolhidos,
eutanasiados e submetidos a necropsia. Durante a necropsia, 0os pulmdes foram
separados e realizou-se a avaliacdo do escore de lesbes macroscopicas associadas a
pneumonia por M. hyopneumoniae. Foram consideradas les6es de consolidacdo em
lobos cranio-ventrais (lobo apical, lobo cardiaco e lobo acessério) dos pulmdes, sendo
gue qualquer outro tipo de alteragéo nao foi considerado nessa avaliagéo. A classificacéo
do escore foi realizada de acordo com o método previamente descrito (Straw et al.,
1986). Em suma, cada um dos lobos pulmonares foi avaliado macroscopicamente e a
porcentagem de area de superficie acometida por lesdes foi estimada e, em seguida,
multiplicada pelo peso que cada lobo pulmonar representava da area de superficie total.

2.6. Colheita de fragmentos de pulmé&o para histopatologia

Durante a necropsia, fragmentos de pulméo (com e sem lesdo) foram colhidos
para determinacdo do escore de lesdo microscopica. Os fragmentos colhidos foram
armazenados em formalina tamponada a 10%. Caso ndo houvesse lesdes, foram
colhidos fragmentos dos lobos strawapicais, médios e acessorio. As amostras de pulméo
foram submetidas ao procedimento padréo para exame histopatoldgico, sendo coradas
com Hematoxilina- Eosina (HE) e as laminas obtidas foram analisadas em microscopio
de luz.

O escore das lesdes microscoépicas foi determinado de acordo com o estabelecido
por Livingston et al. (1972). Em sintese, a metodologia consistiu em adotar uma escala

baseada em lesGes caracteristicas e ndo caracteristicas de infeccdo por M.
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hyopneumoniae. Brevemente, a escala varia de 0 a 4, onde: 0 = auséncia de lesédo; 1 =
lesbes de pneumonia intersticial e/ou broncopneumonia catarral; 2 = presenca de
infiltrac&o leve ou moderada de neutrdfilos, macrofagos e linfocitos nas vias aéreas e
alvéolos; 3 = Hiperplasia linfoplasmocitica perivascular ou peribroquiolar, hiperplasia de
pneumacitos tipo Il e presenga de edema nos alvéolos e 4 = as mesmas lesdes do escore
3 mais a presenca de nodulos linfoides perivascular e peribronquiolar. As lesGes de
escores 1 e 2 foram consideradas inespecificas, enquanto as lesbes 3 e 4 foram

consideradas especificas de PES.

2.7. Colheita de amostras bioldgicas de pulméao

Fragmentos das lesdes de consolidacdo localizadas em lobos cranio-ventrais do
pulmdo foram colhidos utilizando-se bisturi e laminas esterilizadas, sendo
acondicionados em criotubos livres de pirégenos e ribonucleases (Corning, EUA),
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e posteriormente armazenadas a -80°C
até o uso. Animais com mais de uma lesdo de consolidacdo, foram colheram-se
fragmentos de todas as lesdes, animais sem lesdes (controle), fragmentos de todos
lobos apicais e acessoério foram colhidos.

2.8. Extracdo de DNA

Para a extracdo do DNA das amostras de pulméao foi realizado um protocolo de
extracao in house (Kuramae-lzioka, 1997). Em resumo, 0,5g de amostra de pulméo
foram misturados a 600 pL de tampéo de lise (160 mM de solucdo de Tris-HCI pH 8,0;
60 mM de EDTA (pH 8,0) (Sigma-Aldrich, EUA); 20mM de NaCl (Exodo Cientifica,
Brasil); 0,5% SDS (Sigma- Aldrich, EUA) e 0,5% de PVP (Sigma-Aldrich, EUA)
acrescentado de 1,6 pL de 2 — Mercaptoetanol (Sigma Aldrich, EUA), agitado em vortex
e incubado em banho seco por 65°C por 40 minutos. Terminada a incubagéo,
acrescentou-se 250 pyL de Acetato de potassio (Sigma-Aldrich, EUA), 5M, em cada
amostra e foi realizada nova incubacé&o em gelo por 30 minutos, agitando-se por inverséao

a cada 15 minutos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas (Centrifuge 5804 R,
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Eppendorf, Alemanha) a 4°C por 10 minutos a 13.000 g.

Terminada a centrifugacdo, o sobrenadante foi coletado e passado para outro
tubo, onde se acrescentou-se 550 pL de solucédo de Cloroformio (Merck, Alemanha) e
alcool Isoamilico (24:1) (Acros Organics, EUA), seguindo-se de agitacdo em vortex e
centrifugagéo a 4°C, 13.000g por 10 minutos. O sobrenadante entdo foi novamente
coletado e passado a outro tubo com 1 mL de &lcool absoluto (Emsure®, Merck —
Alemanha) e misturado por inversdo. As amostras foram incubadas overnight (16 horas)
em freezer -20°C para precipitacdo do DNA.

No dia seguinte, as amostras foram centrifugadas a 10°C por 20 minutos a
13.000g e em seguida descartou-se o sobrenadante, acrescentando-se 1mL de solugéao
de alcool 70% (Emsure®, Merck — Alemanha). Agitou-se entdo suavemente o tubo para
ressuspender o precipitado formado no fundo do microtubo. Procedeu-se nova
centrifugagéo (10°C por 20 minutos a 13.000g). Ao final, descartou-se o sobrenadante e
o precipitado foi dessecado a 55°C por duas horas em estufa. Terminada a secagem
acrescentaram-se 70 uL de tampao TE (10mM Tris-HCI, 1mM de EDTA) e, em seguida,
a suspensao foi incubada a 4°C por quatro horas. Terminada a eluicdo o sobrenadante
foi colhido e colocado em tubos de 200 pL livres de DNAse e RNAse (Axygen, EUA). A
quantificacédo da concentracdo do DNA extraido foi por espectrofotometria (Nanodrop®,

Thermo Fisher- EUA). Por fim, as amostras de DNA foram estocadas a -20°C até o uso.

2.9. Teste da presenca de inibidores no DNA extraido

Procedeu-se a checagem quanto a presenca de inibidores na solucdo de DNA
extraido através de técnica de PCR convencional para deteccdo do gene enddgeno do
Gliceraldeido-3-Fosfato Desidrogenase (gapdh), de acordo com o protocolo ja publicado
Birkenheuer et al. (2003) . Somente foram utilizadas para a gPCR amostras em que
houvesse amplificacéo do referido gene. Amostras negativas na PCR para o gene gapdh
foram submetidas novamente a extracao de DNA. A reacéo foi composta por: 0,5 uM de
cada um dos iniciadores ( Forward: 5-CCTTCATTGACCTCAACTACAT-3' e Reverse 5'-
CCAAAGTTGTCATGGATGACC-3) (Invitrogen, EUA), 1 U da enzima Taq polimerase
(Invitrogen, EUA), solucéo tampéao 1X (Invitrogen, EUA), 1,5 mM de MgCl:2 (Invitrogen,
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EUA), 1ImM de dNTP mix (Invitrogen, EUA), &gua ultrapura g.s.p. para 19 pL e 1 pL de
DNA template, totalizando-se 20 pL. A reacdo de amplificagéo foi realizada nas seguintes
configuracdes: um ciclo inicial de desnaturagdo a 95°C, seguido de 39 ciclos de 95°C por
30 segundos, anelamento a 50°C por 30 segundos e extensdo de 72°C por 1 minuto e
mais uma extensao final de 5 minutos em termociclador MyCycler (Bio Rad, EUA). Em
seguida as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1% (Sigma-
Aldrich, EUA) corado com 0,1% de Brometo de Etideo (Sigma-Aldrich, EUA). O gel era
lido em transiluminador ChemiDoc MP (Bio Rad, EUA). O tamanho esperado do

fragmento amplificado era de 437 bp.

2.10. Deteccao e quantificacdo de cépias de DNA do gene codificador da proteina P102

de M. hyopneumoniae

Para se detectar a presenca e estimar a quantidade de M. hyopneumoniae em
fragmentos de pulmao, foi utilizada a técnica de quantificacdo absoluta por gPCR. As
amostras de pulméo foram processadas em duplicatas e o ensaio utilizado foi otimizado
a partir do protocolo ja descrito por Fourour et al. (2018). Os iniciadores e a sonda de
hidrolise utilizados na reacdo possuem como alvo o gene multicépia codificador da
proteina de adesédo pl102 dessa bactéria (GenBank: AE017332.1). As sequéncias de
nucleotideos dos iniciadores foram analisadas in silico utilizando-se a ferramenta Blast
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e ndo apresentaram similaridade com material
genético de outros patdgenos de suinos. As sequéncias de nucleotideos dos iniciadores
sense e anti-sense e da sonda de hidrdlise (Fourour et al., 2018), estdo apresentados

abaixo:

Primer sense: 5-TAAGGGTCAAAGTCAAAGTC-3’

Primer anti-sense: 5’- AAATTAAAAGCTGTTCAAATGC-3’

Sonda de hidrélise 5’- FAM-AACCAGTTTCCACTTCATCGCC-8BHQ2-3’
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A reacao foi composta por 1X de Master mix Go taq® (Promega, Madison, EUA),
0,5 uM de cada primer (Invitrogen, EUA), 0,3 uM da sonda de hidrélise (IDT, lowa City-
EUA), agua ultrapura gq.s.p e 1 yuL de DNA template por amostra totalizando 10 uL de
reacdo. A qPCR foi realizada em termociclador de tempo real CFX-96 (Biorad - EUA)
nas seguintes condi¢des: um ciclo de desnaturacgao inicial a 95°C por 3 minutos, seguido
de 39 ciclos de 95°C por 15 segundos e anelamentoextensédo a 55,7 °C por 1 minuto.
As amostras foram testadas em duplicata e os resultados so6 foram aceitos para amostras
com desvio padrao menor de 0,5 ciclo (Bustin et al., 2009). Caso a diferenca fosse maior,

as amostras foram testadas novamente em triplicatas.

2.10.1. Quantificacao absoluta de fragmentos do gene P102 de M. hyopneumoniae

A quantificagdo absoluta foi realizada utilizando-se curva padrdo com diluices
seriadas de razdo constante igual a 10, iniciando-se em 10! até 10”7. Para isto utilizou-
se DNA sintético (GBlock®, IDT, lowa City, IA, EUA) contendo o fragmento de 150 pb a
ser amplificado pelo par de iniciadores apresentado anteriormente. O DNA sintético foi
diluido conforme as orienta¢des do fabricante e mantido em concentracao estoque de
107 moléculaspiL. Em seguida, diluigbes seriadas foram realizadas utilizando-se 45pL de
tampdo Tris-EDTA (TE 24:1) e 5 pL de solucdo a 107 do DNA sintético. Os dados de
guantificacdo foram utilizados somente se a eficiéncia obtida estivesse entre 90% e
105% (Bustin et al., 2009) .

2.11. Extracdo de RNA

A extracdo do RNA das amostras de lesbes pulmonares foi realizada utilizando-
se o kit RNeasy Blood and Tissue Plus (Qiagen, EUA), seguindo-se a orientagao do
fabricante. Foram utilizados na extracao 0,05g de material de lesdo pulmonar de cada
amostra colhida. O RNA extraido foi posteriormente quantificado e teve sua integridade
aferida utilizando-se equipamento Bioanalyzer® (Thermo Scientific, EUA) e foi

imediatamente estocado a -80° C até o uso. Foram utilizadas apenas amostras que
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apresentaram valor de integridade do RNA (RIN) acima de 7.

2.12. Sintese de cDNA (RT-PCR)

A sintese de cDNA foi realizada pela reagdo de transcricdo reversa utilizando-se
o kit comercial Superscript IV First Strand Synthesis (Thermo Fisher, EUA) de acordo
com as instrucdes do fabricante. Em resumo, foram adicionados 500 ng de RNA por
reacao e utilizou-se o Oligo d(T)z20, que possui como alvo especifico a cauda poli-A do
MRNA, para o anelamento. As reagdes foram todas realizadas em termociclador
MyCycler (Bio Rad, EUA). O cDNA produzido foi quantificado por espectrofotometria
(Denovix, EUA) e armazenado a -20°C até o uso para reacdo de gPCR. Apos produzido,
o0 cDNA foi diluido na proporcao 1:4 e utilizado na gPCR para avaliacdo da expresséo
dos genes codificadores de citocinas no pulméao e o possivel envolvimento com a lesédo

pulmonar.

2.13. Expresséao dos genes codificadores de citocinas em amostras de pulmao

2.13.1. Selegéo dos genes de referéncia

Para normalizar a expressao dos genes alvo, foram selecionados cinco genes
candidatos a referéncia em suinos: Gliceraldeido-3-Fosfato desidrogenase (gapdh),
Hipoxantina fosforribosiltransferase 1 (hprt-1), B-Actina (actb), Proteina ribossémica L4
(rpl-4), Proteina de ativacdo da Tirosina 3-Monooxigenase/Triptofano 5-Monooxigenase
polipeptideo Zeta (ywzah).

Cada um dos genes teve sua expressao quantificada por gPCR com pares de
iniciadores especificos. A sequéncia dos iniciadores dos genes gapdh, rpl-4 e hprt-1 foi
retirada de protocolos previamente publicados (Nygard et al., 2007; Okino et al., 2018),
enquanto os outros dois (actb e ywzah) foram desenhados com base nas sequéncias de
referéncia depositadas no GenBank e utilizando-se o software Primer3 (Untergasser et
al., 2012), priorizando-se as sequéncias de iniciadores sense ou anti-sense localizados

na juncao Exon-Exon evitando-se amplificagédo de DNA gendmico.
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Os candidatos a genes de referéncia tiveram sua expressao aferida nas amostras
de animais controle e infectados de todos os tratamentos (grupos). Os dados dos ciclos
de quantificacdo (Cqgs) obtidos foram analisados in silico pelo programa NormFinder
(Andersen et al., 2004), e 0 gene com a maior estabilidade nas amostras foi selecionado

para a normalizagcéo dos genes alvo.

2.13.2. Quantificacdo do mRNA (gPCR)

A expressao dos genes codificadores de citocinas foi realizada por quantificacdo
relativa utilizando-se a técnica de gPCR a partir de amostras de cDNA obtidas na técnica
de RT realizada com as preparacoes de RNA extraidas das amostras de pulmdo.
Iniciadores especificos tendo como alvo os genes condificadores das citocinas
Interleucina-1a (IL-1a), Interleucina-13 (IL-1B), Interleucina-6 (IL-6), Interleucina-8 (IL-8),
Interleucina-10 (IL-10), Fator de necrose tumoral- a (TNF-a) e Interferon-y (INF-y) foram
delineados com base nas sequéncias de referéncia depositadas no GenBank utilizando-
se o software Primer3 (Untergasser et al., 2012) e compreendendo a jungao Exon-Exon.
Os dados dos mesmos podem ser encontrados na tabela 1.

2.13.3. qPCR

As reacdes foram realizadas em termociclador em tempo-real CFX 96 (Bio Rad,
EUA) utilizando-se o master mix Quantitect® Sybr Green (Qiagen, EUA) e 1uL de cDNA
template, totalizando-se 10uL de reacao. A especificidade dos produtos amplificados foi
atestada pela curva de dissociacado obtida ao fim da reacdo de gPCR, sendo que a
variagdo aceita foi de = 0,5°C. As sequéncias dos iniciadores, temperatura de
anelamento, nimero de acesso no GenBank das sequéncias de referéncia, tamanho do
amplicon produzido e a temperatura de dissocia¢céo deste, podem ser encontrados na
tabela 1.

A eficiéncia de cada reacéo foi aferida realizando-se curva padrao de diluicdes

seriadas de controle positivo contendo o amplicon alvo (Gblock®, IDT, EUA), iniciando-
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se em 107 copiasfL até 10! cépiasfiL. S6 foram utilizados dados provenientes de
reacdes com eficiéncia entre 90% e 105% (Bustin et al., 2009).

A normalizacdo da expressao dos genes de citocinas foi realizada pelo calculo de
2784 (Livak and Schmittgen, 2001). Para se atender aos pressupostos deste método
s6 foram utilizados resultados de reacdes em que a eficiéncia ficou préxima a 100% com
diferenga maxima aceitavel de 5% entre elas. Os valores de eficiéncia de cada reacgéo,
bem como de R? e intercepcdo com o eixo-y estdo mostrados na tabela 2.

2.14. Analise estatistica

A normalidade dos dados e dos residuos foi aferida utilizando-se o teste de
Sharpiro-Wilkins e a homocedasticidade pelo teste de Bartlett (ambos p<0,05).
Diferencas significativas de dados paramétricos entre os grupos foi aferida utilizando-se
ANOVA bicaudal e as comparacdes multiplas utilizando-se o teste de Tukey (p<0,05).
Para dados ndo-paramétricos utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis (p<0,05) para se
detectar diferencas entre grupos de dados e o teste de Dunn (p<0,05) para comparacdes
multiplas. As correlacdes foram detectadas através da correlacdo de Pearson (dados
paramétricos) e correlacdo de Spearman (dados ndo-paramétricos), ambos com p<0,05.
Os dados outliers e valores influentes foram detectados por meio dos diagnésticos de
Cook e distancia de Leverage, sendo posteriormente removidos das andlises. Os
célculos citados foram realizados no software R versao 3.5.1 (R Core Team, 2018). Os
graficos foram elaborados utilizando-se o programa Graphpad Prism 6 (La Jolla, CA-
EUA).
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Tabela 1. Sequéncia de nucleotideos dos iniciadores a serem utilizados para a analise de expressao

génica das citocinas por meio da qPCR e 0s respectivos tamanho e temperatura de

dissociacgao.
Numero de Tamanhodo  Temperatura
Gene Sequéncia de nucleotideos (5™-3’) acesso amplicon de dissociacéo
GenBank (bp) do amplicon
(F\IGGATGAGGCAGTGAAATTTG
IL-1a NM_214029.1 164 79,5°C
(R)ICTTTGATGGTTTTGGGTGTC
(F)TTGAAGAAGAGCCCATCATC
IL-1B NM_214055.1 230 81,5°C
(R)IGGTCACAGGTATCTTGTTGT
(F) TGGGTTCAATCAGGAGACCT
IL-6 NM_214399.1 185 81,5°C
(R) TGGTGGCTTTGTCTGGATTC
(F) AGGAAAAGTGGGTGCAGAAG
IL-8 NM_213867.1 190 78°C
(R)CAACCCTATGTCTGACCAGC
(F)CTTTAGCAAGCTCCAAGAGA
IL-10 NM_214041.1 201 78°C
(R)ACCTTGGAGCAGATTTTGAA
(F)AAGGACTCAGATCATCGTCT
TNF-a NM_214022.1 184 84°C
(R)TGGGAGTAGATGAGGTACAG
(F)ATTGGAAAGAGGAGAGTGAC
IFN-y NM_213948.1 168 76,5° C
(R)ICATTCAGTTTCCCAGAGCTA
) (F)ACTCCATCATGAAGTGCGAC
B-actina* DQ845171.1 145
(R) TTGATCTTCATCGTGCTGGG 85°C
gapdh* (F)TCCTGGGCTACACTGAGGAC
NM_001206359.1 123 81°C
(R)ACCAGGAAATGAGCTTGACG
(F) CAAGAGTAACTACAACCTTC
rpl-4* NC_010443.5 122 75°C
(R) GAACTCTACGATGAATCTTC
(F)TGATGATAAGAAAGGGATTGTGG
ywhaz* NM_001315726.1 203 78,5° C
(R)IGTTCAGCAATGGCTTCATCA
(F)GGCTATAGACCAGACTTTGTTG NM_001032376.2
hprt-1* 180 77°C

(R) GGACTCCAGATGTTTCCAAA

* Genes de referéncia a serem utilizados para normalizacéo da expressao. (F) - Iniciador

Forward; (R) - Iniciador Reverse.
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3. RESULTADOS

3.1. Deteccéo de IgG anti-M. hyopneumoniae no soro dos animais

Todos os animais foram negativos para a presenga de anticorpos anti-M.
hyopneumoniae no periodo de -7 dpi a 0 dpi. Todas as amostras do grupo controle foram
negativas até o fim do experimento. Trés animais do eutanasiados aos 14dpi nao
soroconverteram, entretanto como esses animais tiveram resultados positivos na gPCR,
eles ndo foram excluidos do estudo. A soroconversdo dos animais infectados néo foi
uniforme, sendo que oito animais (50%) apresentaram soroconversao aos 14dpi, trés
(19%) aos 28 dpi e dois (12%) aos 35 dpi.

3.2. Escore de lesdes macroscoépicas e microscopicas

Durante a necropsia, 0os pulmdes dos animais foram retirados e os escores de
lesdo pulmonar foram avaliados de acordo com a metodologia de Straw et al. (1986).
Foram consideradas neste estudo apenas lesdes de consolidagdo cranio-ventral,
compativeis com a infeccao por M. hyopneumoniae. As médias de area de lesdo obtidas
em cada intervalo pés-infeccao foram 18,45% para 14 dpi; 15,84% para 28 dpi; 7,0%
para 42 dpi e 6,25% para 56 dpi. Foram observadas diferencas significativas (p<0,05)
entre os intervalos de 14 e 28 dpi e os intervalos de 42 e 56 dpi. Os resultados estédo
apresentados nas Figuras 1 e 2A. Lesdes cicatriciais e areas cinzentas tipo “Fish flesh”

foram notadas em pulmdes dos animais colhidos aos 42 e 56 dpi.
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Escore de lesdo pulmonar =

Figura 1. A — Les&o de consolidagdo cranio-ventral em fase inicial em lobo cardiaco direito. B- Leséo
de consolidacé@o cranio-ventral severa em lobo apical e cardiaco direito. C — Lesdo em
fase de regressdo em lobo apical direito. D, E, F — Pulmdes sem lesdes de consolidacao
cranio ventral de animais n&o infectados.
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Figura 2. A- Grafico de barras das médias dos escores de lesdo de consolidacdo pulmonar média
dos quatro grupos dos animais infectados por M hyopneumoniae amostra 232: 14dpi,
28dpi, 42dpi, 56dpi. *Letras diferentes mostram diferenca significativa no Teste de Tukey
(p<0,05). B- Grafico de barras com a média do escore de lesdo microscépica e desvio
padréo dos animais infectados por intervalo.
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Com relacdo as lesdes microscopicas, foi possivel observar que o escore médio
de leséo microscépica dos animais controle foi de 1,12 (+0,66) enquanto que dos animais
infectados foi de 3,18 (+0,71). J&, com respeito aos intervalos pos-infec¢do, os escores
meédios foram: 14 dpi- 2,25 (+ 0,38); 28 dpi- 3,25 (+0,8); 42 dpi - 3,25 (x 0,38); 56 dpi- 4,0
(£ 0,0). A Figura 2B mostra a distribuicdo dos escores de lesdo microscopica em fungéo
dos diferentes intervalos pds-infec¢@o analisados. Houve diferenca significativa quando
se comparou o0 escore dos animais nao infectados com os infectados, entretanto nao
foram detectadas diferencas entre os escores do 14 dpi, 28 dpi, 42 dpi e 56 dpi ho grupo

infectado.

Figura 3. LesbGes microscopicas caracteristicas (escore 4) de infec¢cdo por M.
hyopneumoniae. A — Broncopneumonia com hiperplasia de BALT (seta).

B- Hiperplasia de BALT e pneumonia intersticial.

3.3. Detecc¢édo e quantificacdo de fragmento do gene p102 de M. hyopneumoniae em
amostras de lesao pulmonar

A eficiéncia das reacdes de gPCR variaram de 92% a 98,3%, a variacédo de R? foi
de 0,996-1,0; e inclinagéo da reta (slope) variou de -3,36 a -3,5. As amostras de pulméao
dos animais controle de todos os grupos foram negativos na gPCR para deteccao do M.
hyopneumoniae. Quanto aos animais infectados, as médias de estimativas de copias do
gene da proteina P102 foram: 1,5 x 10° (14 dpi); 8,4 x 103 (28 dpi); 3,2 x 10* (42 dpi); 1,1
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x 10° (56 dpi). Diferenca significativa foi detectada entre a quantificacdo média dos
fragmentos do gene da proteina P102 da bacteria aos 56 dpi com relacdo a quantificacdo
detectadas aos 14 e 28 dpi, mas ndo com relacdo ao 42 dpi. A Figura 4 mostra a
guantificacdo do numero médio de coOpias do gene da proteina P102 de M.

hyopneumoniae em cada um dos intervalos pos-infecgéo.
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Figura 4. Gréfico com médias dos nimeros de cépias de fragmento do gene P102 de M. hyopneumoniae

amostra 232 (média + d.p.) em fragmentos de lesdo de pulmédo nos diferentes intervalos pés-

infeccéo.

3.4. Correlacdes entre os escores de lesdo macroscopica, microscopica, tempo de

infeccéo e estimativas do agente nas les6es pulmonares.

Foi detectada correlagcédo significativa moderada e inversa (-0,64; p<0,05) entre as
variaveis area de lesdo macroscopica com os intervalos de tempo poés-infeccao,
indicando que houve tendéncia temporal de diminuicdo da area meédia de leséo
macroscopica pulmonar com o avancar do tempo pdés-infecgéo.

Outras correlagbes significativas foram detectadas entre o escore de lesao
microscopica e o tempo de infeccao (0,64; p<0,05), e da estimativa de copias de
fragmentos do gene da proteina P102 de M. hyopneumoniae em pulm&o com escore de
lesdo microscépica (0,59; p<0,05), e com o tempo de infec¢éo (0,65; p<0,05). Nao houve
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correlagdo significativa entre o escore de lesdo microscépica e a area de leséo
macroscopica, e nem entre a estimativa de cépias de fragmento do gene da proteina

P102 de M. hyopneumoniae e a area de lesdo macroscopica.

3.5. Selecao do gene de referéncia

A analise utilizando-se o software Normfinder (Andersen et al., 2004) indicou o gene
rpl-4 como o de maior estabilidade nas amostras. Os valores de estabilidade de todos
os candidatos a genes de referéncia foram gapdh: 0,013; actb: 0,013; ywzah: 0,015;
hprt-1: 0,019 e rpl-4: 0,010. Sendo assim, o gene RPL-4 foi selecionado como o
normalizador da expressao dos genes alvo. Os dados de eficiéncia, R2 e y-intercepto

estao colocados na tabela 2 abaixo.

Tabela 2. Resultados de eficiéncia, coeficiente de determinacéo (R2), y-intercepto e inclinagdo dos ensaios
de gPCR utilizados para quantificacdo da expressdo dos genes alvo e selecdo do gene de

referéncia.
Gene Eficiéncia R2 Y-intercepto Inclinacéo
ywzah 91,2 1 38,76 -3,32
hprt-1 98,1 0,987 38,53 -3,55
actb 101,7 0,985 35,7 -3,36
gapdh 101,4 0,997 35,53 -3,28
rpl-4 100 0,988 39,01 -3,29
IL-1A 95,8 0,988 40,64 -3,44
IL-1B 102,5 0,994 35,71 -3,26
IL-6 98,3 0,985 37,77 -3,36
IL-8 98,2 0,989 39,61 -3,35
IL-10 95,8 0,991 38,17 -3,44
TNF-A 94,6 0,995 38,97 -3,45
INF-G 100,1 0,982 39,59 -3,3
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3.6. Expressao dos genes codificadores de citocinas

Atendendo-se 0s pressupostos para o uso do calculo estabelecido por Livak e
Schimittigen (2003), s6 foram analisados por esse método dados provenientes de reacao
de qPCR com eficiéncia proxima a 100% e variando um maximo de 5% entre elas. Os
dados de eficiéncia, R2, y-intercepto e Inclinagdo das reagbes de gPCR para
guantificacdo a expressao dos genes de citocinas podem ser encontrados na tabela 3.

e IL-7a

A expressédo do gene da IL-1a mostrou-se aumentada aos 14 dpi, enquanto nos
intervalos de 28 dpi, 42 dpi e 56 dpi, a expressdo foi suprimida gradualmente, fato
comprovado por correlagao negativa (-0,69) e significativa entre a expressao do gene IL-
1a e o tempo pods-infecgdo. Ainda, diferenca significativa foi encontrada entre a
expressdo desse mesmo gene aos 14 dpi e aos 42 dpi e 56 dpi.

e IL-18

Com relacdo a IL-1B, o gene codificador apresentou expressdo aumentada na
maioria dos intervalos poés-infeccdo avaliados, exceto aos 42 dpi, em que houve uma
reducédo seguida de posterior aumento no intervalo de 56 dpi, porém nao houve diferenca
significativa na expressao desse gene entre os intervalos pés-infeccéo investigados e

nem correlagcdo com o tempo pés-infeccgéo.

e |L-6
A expressdo do gene da IL-6 mostrou-se aumentada aos 14 dpi e em seguida
apresentou-se suprimida nos outros intervalos pés-infecgédo (28dpi, 42 dpi e 56 dpi) e
houve diferenca significativa da expressao do gene IL-6 detectada aos 14 dpi com as

expressdes desse mesmo gene nos intervalos de 42 dpi e 56 dpi.

e |L-8
O gene IL-8 mostrou-se mais expresso em todos os intervalos poés-infeccao
analisados neste experimento, mas nédo houve diferenca significativa entre os niveis de

expressdo desse gene entre os diferentes intervalos pds-infeccéo.
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e IL-10
O gene da IL-10 teve a expressao suprimida em todos os intervalos pés-infeccao

analisados e nédo houve diferenca significativa entre esses intervalos.

o INF-y
O gene do INF-y por sua vez, mostrou-se levemente expresso nos intervalos de
14 dpi, 28 dpi e 42 dpi e supressdo na sua expresséao foi detectada no intervalo de 56
dpi, apesar de ndo terem sido detectadas diferencas significativas entre os intervalos

pos-infeccdo e nem correlagdo com o tempo de infecgao.

e TNF-a
Por fim, o gene do TNF-a apresentou expressdo aumentada apenas aos 14 dpi,
tendo sua expressao suprimida nos intervalos de 28 dpi, 42 dpi e 56 dpi, sendo que
diferencas significativas na expressao do gene de TNF-a foram encontradas entre os

intervalos de 14 dpi com 28 dpi e 56 dpi.
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Figura 5. Graficos representando a expressdo dos genes codificadores de citocinas (média de “Fold
Changes” £+ d.p.) em amostras de lesdo de pulm&o de suinos experimentalmente infectados por
M. hyopneumoniae amostra 232 em quatro momentos diferentes da infec¢éo (14 dpi, 28 dpi, 42
dpi e 56 dpi). A expressado dos genes foi normalizada utilizando-se gene de referéncia rpl-4.

Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os intervalos pés-infeccdo pelo teste de

Tukey (p<0,05).
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3.7. Avaliacdo do Ganho de Peso Diéario (GPD)

Os animais do grupo controle apresentaram uma média de GPD de 0,45 kgdia,
enquanto que os animais infectados tiveram uma média de GPD de 0,37 kgdia, sendo
gue houve diferenca significativa entre os valores de GPD médio obtidos entre 0s grupos
infectados e controle. A Figura 6 apresenta gréfico de barras com o valor médio de GPD

de animais controle e infectado em cada um dos intervalos.
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Figura 6. Gréfico de barras contendo a média e desvio padrao de
GPD dos grupos controle e infectado em cada um dos

intervalos analisados neste estudo.

3.8. Correlagdes com a expressao de genes codificadores de citocinas

A expressao do gene da IL-1a foi correlacionada com as variaveis GPD (-0,57;
p<0,05), escore de lesdo microscopica (-0,68; p<0,05) e o tempo poés-infeccédo (-0,61;
p<0,05). A expressédo da IL-1B foi significativamente correlacionada com o escore de
lesdo de microscépica (0,55; p<0,05). A expressdao do gene codificador da IL-6 foi
significativa e positivamente correlacionada ao escore de lesdo macroscopicas

pulmonares (0,73; p<0,05). Ainda, foi encontrada correlacao significativa e direta (0,69;
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p<0,05) com os escores de les6es microscopicas e a expressao do gene codificador da
IL-8.

A expressao do gene codificador de INF-y foi correlacionada significativamente
ao escore de les6es macroscoépicas (-0,69; p<0,05), o tempo de soroconverséo (-0,66;
p<0,05) e a estimativa de coOpias de fragmentos do gene da proteina P102 de M.
hyopneumoniae em amostras de pulméo (-0,74; p<0,05). Enquanto que correlagao

negativa e signifiativa foi encontrada entre a expressédo de TNF-a e GPD (-0,56; p<0,05).

4. Discusséo

O mecanismo fisiopatologico da formacdo de lesdes de consolidacdo cranio-
ventral em pulmdo de suinos infectados por M. hyopneumoniae ainda ndo esta
completamente elucidado (Betlach et al., 2019). Nesse sentido este estudo teve como
objetivo investigar fatores imunologicos por meio da expressao dos genes codificadores
de citocinas e a dinamica da carga bacteriana nas referidas lesdes, e consequentemente
avaliar como esses fatores se comportam em ao longo do tempo de 56 dpi, buscando
correlagdes que levassem a um melhor entendimento dos processos patologicos.

As lesdes de consolidacdo pulmonar cranio-ventral apresentaram-se mais
acentuadas, com coloracdo vermelho escura, nos intervalos de 14dpi e 28 dpi, com
18,46% e 15,84% de areas de lesdo macroscopica, respectivamente. Nao houve
diferenga significativa entre os escores de lesdes macroscépicas pulmonares dos
intervalos de 14 e 28 dpi, mas sim desses dois intervalos em relagéo aos intervalos de
42 e 56 dpi. Além disso, nos intervalos de 42 dpi e 56 dpi, as lesdes foram observadas
em menor intensidade com pontos de coloracdo mais acinzentada e consisténcia mais
mole (tipo “Fish flesh”), compativel com fases mais avang¢adas da enfermidade (Maes et
al., 2008). Os resultados de lesbes macroscopicas pulmonares apoés infeccdo
experimental com M. hyopneumoniae encontrados neste estudo corroboram os achados
de estudos anteriores, uma vez que todos encontraram lesdes macroscopicas mais
acentuadas por volta dos 14-28 dpi com tendéncia a reducdo com o tempo pés-infeccéo
(Sgrensen et al., 1997; Kwon et al., 2002; Villarreal et al., 2009; Woolley et al., 2012).

Ainda, as lesdes macroscoépicas apresentaram tendéncia a regredir a medida em
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gue a infeccdo pelo M. hyopneumoniae evoluiu, fato este reforcado pela correlagcéo
negativa encontrada entre o tempo de infeccdo e o tamanho médio das lesdes
correspondente a cada intervalo pés-infeccdo estudado. Nesse sentido, Maes et al.
(2008) relataram que no inicio da fase cronica da enfermidade ocorre regressao das
lesBes pulmonares, em animais a campo, por volta de 10 a 14 semanas pés infeccgéo,
que, no entender desses autores parece ser induzida pelo inicio da resolucdo do
processo inflamatoério no tecido pulmonar.

Ja o escore de lesdo microscépica mostrou uma tendéncia inversa de aumento
ao longo do tempo (0,64; p<0,05), sendo que aos 56 dpi todos animais (44)
apresentaram escore 4, o mais caracteristico de infeccdo por M. hyopneumoniae
(Livingston et al., 1972), enquanto aos 14 dpi, o escore médio foi de 2,25. A PES é uma
enfermidade de evolucdo classicamente crénica (Thacker et al., 2012), sendo assim é
plausivel que as lesBes microscOpicas mais caracteristicas da enfermidade sejam
encontradas em animais com maior tempo de infecgdo, como no presente estudo, do
28° dpi em diante, e principalmente aos 56 dpi, fato confirmado no presente estudo pela
correlacao significativa obtida entre o aumento do escore e o tempo de infeccéo (0,54;
p<0,05).

A correlagao positiva e significativa entre a quantificagdo do agente e os escores
de lesdo microscoépica (0,69) mostram que uma maior carga bacteriana no tecido
pulmonar esta associada com o desenvolvimento de lesbes caracteristicas da infeccao
por M. hyopneumoniae. Amostras de pulmdo com escores 3 e 4, de suinos infectados
naturalmente, apresentaram tendéncia significativamente maiores de serem positiva em
uma nested PCR para M. hyopneumoniae, do que amostras com lesbes escore 0, 1 e 2
(Calsamiglia et al., 2000); ja neste estudo os grupos 42 dpi e 56 dpi apresentaram
escores de lesdo microscopica 3,25 e 4, respectivamente, e também apresentaram
maiores estimativas do agente em lesdes.

A propdsito, ja foi relatado na literatura que esse agente possui agdo mitogénica
em alguns tipos de linfocitos de suino, resultando na hiperplasia de BALT (Messier, S.,
Ross, 1991), que € uma lesdo microscopica classicamente associada a infec¢éo por M.
hyopneumoniae.

A gquantificacdo bacteriana estimada em lesdes de pulmdo mostrou que houve
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aumento da populagéo do agente ao longo do tempo, fato constatado pela correlagao
significativa e positiva encontrada (0,65) e, ainda, as amostras colhidas aos 56 dpi
apresentaram médias do niumero de cépias do gene P102 significativamente maiores do
gue as amostras correspondentes aos 14 e 28 dpi. No entanto, estes achados acima
guando contrastados com a evolucdo de lesbes macroscépicas pulmonares, que
mostrou uma tendéncia a reducdo ao longo do tempo (-0,58), evidenciaram que neste
estudo, a carga de M. hyopneumoniae presente no pulméo ndo estava diretamente
relacionada a extenséo de lesbes macroscopicas nesse mesmo 0rgao. Refor¢cando isso,
pode-se citar o fato de as amostras correspondentes aos 14 dpi terem alcangado a maior
média de area de lesdo pulmonar e, ao mesmo tempo, terem revelado a menor
estimativa de quantificacdo bacteriana em areas lesadas desse 6rgao.

Os resultados encontrados neste estudo evidenciam que as severidade e
extensdo das lesGes macroscopicas no pulmdo de animais infectados
experimentalmente ndo séo determinadas somente pela carga bacteriana no pulméo, e
sim por acdo conjunta do agente com fatores da resposta imune individual do hospedeiro
(Redondo et al., 2009; Wooley et al.,, 2012). Thacker et al. (2012), apontaram que
reacdes inflamatérias desencadeadas pelas respostas imunes/imunopatolégicas do
hospedeiro sdo um importante fator determinante do desenvolvimento das lesbes de
consolidacao cranio-ventral induzidas por M. hyopneumonie no pulméao.

Nesse sentido, a analise da expressdo dos genes de citocinas foi utilizada para
entender melhor a reacdo inflamatéria pulmonar resultante da infeccdo. Citocinas sédo
mediadores essenciais produzidos pela interacdo hospedeiro-patégeno com o objetivo
de eliminar agente invasores bem como iniciar, modular e resolver a inflamacgao
produzida em resposta a patdgenos (Li et al., 2014).

Neste estudo, 0 gene da IL-6 apresentou-se mais expresso na fase inicial da
inflamacéo, i.e., aos 14dpi e levemente suprimido nos outros intervalos poés-infeccao
estudados. A IL-6 é uma citocina proé-inflamatdria produzida principalmente por
macrofagos e envolvida no estimulo a fagocitose, mitose de células B e producéo de
proteinas de fase aguda (Murtaugh, 1994). A producéo de IL-6 ja foi citada na literatura
como resposta inicial ainfeccéo por M. hyopneumoniae em cultivo de células dendriticas

da medula éssea (Fourour et al., 2019) e nesse estudo aparentemente foi estimulada no
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periodo inicial (até os 14 dpi) da infeccdo no tecido pulmonar.

A correlacgao significativa direta (0,79) encontrada entre o nivel de expressao do
gene de IL-6 e a area de lesao pulmonar, aponta para um provavel envolvimento dessa
citocina no processo inflamatorio e formacdo de lesbes macroscopicas pulmonares
(Damte et al., 2015), uma vez que sua expressao foi maior no mesmo intervalo pés-
infeccdo que apresentou a maior area de lesdo macroscoépica pulmonar.

Entretanto, é possivel notar-se que a expressao do gene se apresentou suprimida
nos intervalos que apresentaram maiores quantificacbes do agente em lesdes de
pulmao. Um dos mecanismos ja relatados de imunomodulacgéo por parte do patégeno é
a inducéo de apoptose em macrofagos alveolares via aumento do estresse oxidativo e
ativacao da Caspase-3 (Bai et al., 2013), uma vez que estes tipos celulares apresentam
papel fundamental na resposta inflamatdria causada pelo agente (Damte et al., 2015).
Estudo in vitro demonstrou que M. hyopneumoniae estimula a expressao do gene do
citocromo P450 1A1 em macréfagos alveolares, resultando em resposta de supressao
dos genes de IL-6, IL-1B, TNF-a e IL-8 (Fang et al., 2016). Dessa forma, seria possivel
gue M. hyopneumoniae suprimisse a expressdo dessa citocina em fases mais
adiantadas da infeccao (28 dpi a 56 dpi), agindo diretamente nos macrofagos alveolares
e consequentemente modulando o desenvolvimento da imunidade, fato demonstrado
nesse estudo pela ineficiéncia por parte da resposta inflamatoria na eliminacdo do
agente, apesar de mais estudos serem necessarios para melhor elucidar esses
mecanismos.

Ja o INF-y, foi negativamente correlacionado com o escore de lesdo macroscopica
(-0,69), indicando que quanto maior a expressdo de INF-y menores foram as lesdes
macroscopicas. Nesse contexto foi relatado que suinos selecionados geneticamente
para se ter um resposta de INF-y aumentada, também apresentaram correlagéo negativa
(-0,45) com a lesdes macroscopicas em pulmdo, quando desafiados com M.
hyopneumoniae (Sato et al., 2016). As principais a¢des desta citocina estao relacionadas
a diferenciacéo de linfocitos T em Th1l (Fourour et al., 2019), assim como na ativacao
de macrofagos e estimulo nestas células da atividade fagocitica e bactericida em sitios
de lesbes teciduais (Rodriguez et al., 2007), bem como a apresentacao de antigenos a

células T indiferenciadas (Shen et al., 2017). A relacdo entre linfécitos Th como uma da
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vias ativadas no combate a infeccdo por M. hyopneumoniae j& foi apontada como
importante na geracao de respostas de imune-prote¢do contra essa bactéria por estudos
anteriores (Garcia-morante et al., 2017) assim como ha patogenia da infec¢ao por outros
micoplasmas que causam infeccéo respiratoria em outras espécies (Jones et al., 2002).

Por outro lado, a quantificacdo estimada do agente em amostras de leséo
pulmonar correlacionou-se negativamente a expressao de INF- y, assim como o tempo
de soroconversdo. Nesse aspecto, INF-y possui agao estimuladora do processamento e
apresentacdo dos antigenos, fase primordial para o desenvolvimento de imunidade
adaptativa ao patégeno, resultando na ativacao da resposta imune celular e humoral e
consequentemente na soroconversao (Suzue et al., 2003).

A producao de INF- y ja foi demonstrada por imuno-histoquimica em células do
BALT de suinos infectados por M. hyopneumoniae (Rodriguez et al., 2007). Dessa forma
pode-se inferir que a resposta imune ativada pelo INF-y pode ter resultados positivos no
controle na infecgao in vivo.

Por outro lado, a capacidade de M. hyopneumoniae de reduzir a acéo
apresentadora de antigenos por células dendriticas através da supressao da molécula
CDla ja foi demonstrada na cavidade nasal de suinos infectados experimentalmente
(Shen et al., 2017), retardando a evolucao da resposta imune adaptativa e ainda abrindo
espaco para infeccdes secundarias. Este fato é corroborado pelos achados deste estudo
no qual, amostras do intervalo de 56 dpi a carga de M. hyopneumoniae nas lesfes
pulmonares foi maior e houve uma supressao marcante na expressao do gene de INF-
Y.

As citocinas IL-1a e IL-1B estdo diretamente envolvidas nas fases iniciais da
resposta inflamatdria, possuindo como principal efeito a ativagdo do processo
inflamatorio, resultando em febre, vasodilatacdo e sintese de proteinas de fase aguda,
comumente expressas no inicio do processo inflamatério (Dinarello, 2000). Este fato
corrobora os achados deste estudo, em que a expressao de ambos 0s genes foi maior
nos intervalos de 14 dpi (IL-1a) e 28 dpi (IL-1B), ocasides em que se registraram as
maiores areas de lesdes macroscopicas pulmonares. Ainda, a correlacdo entre os niveis
de expressdo de IL-1a e o tempo, permite inferir que a expressdo dessa citocina

possivelmente se reduziu juntamente com a lesdes macroscopicas durante o periodo
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abordado nesse estudo.

Ainda, a expressdo da IL-18 mostrou-se correlacionada ao escore de
histopatologia. A expressao e liberacao de IL-1B em infec¢cdes por M. hyopneumoniae ja
foi relatada em estudos anteriores (Woolley et al., 2012; Zhang et al., 2018). O acumulo
de células inflamatdrias no foco da infeccéo é considerado uma das principais respostas
induzidas pela expresséo e liberacdo de IL-13 e TNF-a (Choi et al., 2006), e essas
citocinas sdo fundamentais para o desenvolvimento da inflamacdo contribuindo na
formacdo das lesbes macroscopica e microscopicas em infeccdo pelo M.
hyopneumoniae. Estas informagdes corroboram os achados deste estudo em que ambas
citocinas estavam sendo mais expressas na fase inicial da infec¢gdo coincidindo com
maiores escores de lesdo macroscopica.

O TNF-a é um citocina pro-inflamatéria envolvida em respostas iniciais a
patdbgenos e na ativagcdo do processo inflamatério, produzida principalmente por
macrofagos e mondcitos sensibilizados com Lipopolissacarideos (LPS) (Olson et al.,
1989; Christodoulides et al., 2018). A producéo de TNF-a ja foi relacionada a ativacao
de Toll like receptors (TLR) 2 e 6 in vitro (Muneta et al., 2003) durante infeccdo por M.
hyopneumoniae, indicando que esta citocina esta envolvida nas fases iniciais da
apresentacao de antigenos e no desenvolvimento das respostas inflamatérias e foi
sugerido que a sua producdo é possivelmente estimulada por PAMPs desse agente
infeccioso.

Estudo in vitro comparando a expressdo de citocinas entre amostras de M.
hyopneumoniae e Mycoplasma flocculare (apatogénico), mostrou haver uma maior
expressdo do gene de TNF-a em infecgdes pelo segundo em comparacao ao primeiro
(Fourour et al., 2019), levantando-se a hipotese de que se a diferenca na patogenicidade
de diferentes espécies de micoplasmas estaria relacionada a capacidade de
estimularsuprimir a expressdo do TNF-a no periodo inicial da inflamacgao. Ja, neste
estudo, foi possivel observar que a expressao do gene do TNF-a além de se restringir a
fase inicial do processo inflamatorio (14 dpi) estava suprimido nos outros intervalos pos-
infeccdo subsequentes, revelando-se diferente significativamente dos niveis de
expressao detectados nos intervalos de 28dpi e 56 dpi. Ainda, ndo houve correlacao dos

niveis de expressao do gene de TNF-a com a carga bacteriana nas lesdes, uma vez que
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aos 14 dpi, momento em que a expressao do gene do TNF-a foi mais alta, a quantidade
de coépias do gene P102 de M. hyopneumoniae foi a menor.

A expressao de TNF-a apresentou correlagao negativa com GPD, indicando que
guanto maior a expressao do gene, menor o GPD. Um dos principais efeitos dessa
citocina € o catabolismo de proteinas e lipidios o que traz rela¢des desta citocina com a
caquexia (Beutler, Cerami; 1989) e, inclusive o TNF-a ja foi apontado como sendo
responsavel pelos efeitos negativos no GPD durante infec¢cdo por M. hyopneumoniae
impactando nas perdas produtivas dos animais afetados (Sato et al., 2016).

Ainda, o TNF- a possui agéo sinérgica com IL-1a e IL-1[3, que estdo diretamente
envolvidas no inicio do processo inflamatério (Dinarello, 2000), apesar da sua expressao
e secrecao ja terem sido detectadas apenas a partir da primeira semana pos infeccao e
continuado por periodos maiores que o normal em infec¢éo por M. hyopneumoniae (Choi
et al., 2006).

A expresséao do gene de IL-1a também se correlacionou negativamente com GPD.
Os genes desta citocina e do TNF- a apresentaram uma maior expressado aos 14 dpi,
momento em que houve também maior area de lesdo macroscopica e GPD médio
numericamente menor. Esses achados corroboram com os dados da literatura que
defendem que o processo inflamatério pulmonar principalmente relacionado a IL-1a e
TNF-a estdo envolvidos no catabolismo sistémico que atinge o organismo hospedeiro,
refletido-se em prejuizo no GPD (Yang et al., 2004).

A IL- 8 é apontada como um dos principais fatores quimiotaticos de células de
defesa, como os neutréfilos, para locais de foco de inflamacéo, sendo fundamental para
0 combate da infeccdo (Christodoulides et al., 2018) e consequentemente o
desenvolvimento de alteracbes microscopicas caracteristicas da infeccdo por M.
hyopneumoniae, como a presencga de neutrofilos no lumen de brénquios e bronquiolos,
0 que caracteriza uma broncopneumonia.

Consequentemente, fica clara a correlagcéo direta encontrada entre a expressao
do gene de IL-8 e 0 escore de lesBes microscopicas neste estudo. Até os 56 dpi a
migracdo de ceélulas inflamatérias ainda se encontrava estimulada, indicando a
ocorréncia de um processo inflamatorio ativo, possivelmente relacionado a presenca e

ao aumento da carga bacteriana, uma vez que um dos principais estimulos para a
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producdo de IL-8 sdo as lipoproteinas de membrana de Mycoplasma spp.
(Christodoulides et al., 2018).

A IL-10 é uma citocina anti-inflamatéria inibindo a acdo de células NK, macréfagos
e linfécitos Thl, todas com papel importante no combate a patdgenos bacterianos,
porém quando as suas atividades ndo estdo bem reguladas, podem também causar
elevados danos teciduais (Couper et al., 2008) . Em nosso estudo, a expresséo do gene
da IL-10 mostrou-se suprimida em todos os periodos poés-infeccdo analisados e, um
aspecto interessante que foi encontrado nas amostras de pulmdo de todos esses
periodos é que todas elas ainda possuiam leséo ativa com aparente dano tecidual.

Ao contrario dos resultados in vivo apés a infeccdo experimental com M.
hyopneumoniae — amostra virulenta 232, a exposicao de células dendriticas em cultivo
celular a amostra de M. hyopneumoniae 168 atenuada gerou uma super-expressao do
gene da IL-10 (Shen et al., 2017), bem como em um outro estudo, a exposi¢ao in vitro
de células dendriticas da medula 6ssea de suinos a M. hyopneumoniae e M. flocculare
gerou resultados similares a desses ultimos autores (Fourour et al., 2019).

A diferenca com relacéo aos resultados de nosso estudo se deve principalmente
ao fato de a amostra 232 utilizada na infeccdo experimental ser patogénica e nao
atenuada. Assim, deve-se entender que a inducdo da expressao do gene da IL-10
atuaria como um possivel mecanismo de modulacdo negativa da resposta imune do
hospedeiro por parte de bactérias patogénicas (Couper et al., 2008). Entretanto, nao
parece ser 0 caso no periodo abordado neste estudo (56dpi), em que o gene da IL-10

estava predominantemente suprimido nos quatro pontos amostrados.

5. CONCLUSAO

As alteragbes patologicas e a estimativa da carga bacteriana analisadas nos
periodos incluindo o 14°; 28°, 42° e 56° dias ap0s a infeccdo experimental em suinos
com o M. hyopneumoniae evidencia que a resposta inflamatéria do hospedeiro estd mais
envolvida na formacdo de lesbes macroscopicas de consolidacdo cranio-ventral no
pulmé&o do que a quantidade desse patdogeno presente nesse 6rgdo. Ainda, a expressao
dos genes das citocinas pro-inflamatorias IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-a e a supresséo

da expressédo da citocina inflamatéria IL-10 em areas com lesdes pulmonares, parecem
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estar mais relacionadas aos efeitos patolégicos na infeccdo do pulmdo e no
compartimento sistémico; avaliado nesse caso pela reducdo no GPD dos animais

experimentalmente infectados.
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CAPITULO 3- Dinamica e cronologia da infec¢cdo por Mycoplasma hyopneumoniae

amostra 232 no trato respiratorio de suinos experimentalmente infectados

1. INTRODUCAO

Mycoplasma hyopneumoniae € a bactéria mais prevalente em infec¢des
respiratorias de suinos (Takeuti et al., 2017a), sendo apontada como o principal agente
causador da pneumonia enzootica suina (PES), enfermidade de carater cronico,
caracterizada por tosse seca ndo produtiva, queda no ganho de peso diario dos animais,
alta morbidade e baixa mortalidade (Sibila et al., 2009; Vranckx et al., 2012).

O agente possui como porta de entrada a via respiratoria, sendo que 0 sucesso
da infeccdo depende da capacidade de adesao as células ciliadas do trato respiratério
presentes em traqueia, brénquios e bronquiolos (Thacker e Minion, 2012; Maes et al.,
2018). Ainda, M. hyopneumoniae é um agente de multiplicacéo lenta, sendo que um dos
fatores de viruléncia ja relatados seria uma maior velocidade de multiplicacdo (Meyns et
al.,, 2007), o que resultaria em uma maior carga bacteriana colonizando o trato
respiratério do hospedeiro. No entanto, dados sobre a evolucdo da carga bacteriana de
M. hyopneumoniae durante o curso de uma infeccdo em suinos sdo escassos na
literatura.

A presenca do agente no trato respiratério superior € considerada incomum, ja a
concentracdo de M. hyopneumoniae em por¢des mais caudais do trato respiratorio é
apontada como sendo cem vezes maior do que em por¢cdes mais craniais (Otagiri et al.,
2005). Por outro lado, a detecgdo em pulmé@o (por imuno-histoquimica) s6 se mostrou
possivel apos 28 dpi (Kwon et al., 2002).

Suabes traqueais e de brénquios sdo apontados como uma amostra sensivel e
acurada para deteccdo do agente (Fablet et al.,, 2010; Vangroenweghe et al., 2018)
indicando que este possa ser um possivel sitio preferencial de colonizac¢éo por parte do
agente. Por fim, a andlise de lavado tragueobrdnquico (LTB) tem alta sensibilidade para
a deteccao do microrganismo, uma vez que permite amostrar toda a arvore brénquica do
animal (Kwon et al., 2002, Marois et al., 2007; Marois et al., 2010).

Entretanto, ndo existem informacdes acuradas sobre a distribuicdo da populagao
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bacteriana nesses sitios bem como alteragcdes nas diferentes fases da infecgdo,
informacédo esta, que poderia ser util na escolha de qual amostra sera coletada para
diagnostico, ou mesmo sobre os padrdes de excrecdo do agente facilitando a
transmissao (Fablet et al., 2010). Sendo assim, este estudo teve como objetivo estimar
a carga bacteriana de M. hyopneumoniae em diferentes por¢cbes anatbmicas do trato
respiratorio de suinos experimentalmente infectados, e suas possiveis alteragées em

guatro momentos da fase clinica da PES.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Delineamento e infeccdo experimental

Um total de 24 suinos da raca Large White, com aproximadamente 28 dias de
idade, provenientes de uma fazenda livre de M. hyopneumoniae, foram utilizados neste
estudo. Os animais foram convenientemente separados em controle (n=8) e infectados
(n=16), e cada grupo foi alojado em instalacdes diferentes, visando mitigar problemas de
biosseguranca durante o periodo experimental.

Os animais foram alojados em baias com acesso livre a agua e alimentados duas
vezes ao dia com racdo. Apds a chegada, os suinos passaram por sete dias de
adaptacao nas instalacdes, momento em que foram colhidos suabes nasais e amostras
de sangue, com o0 objetivo de se assegurar o status de livre de infeccdo por M.
hyopneumomiae. Todos os animais foram negativos tanto na gPCR como no ELISA para
0 agente sob estudo, sendo considerados aptos para utilizagdo no estudo.

No dpi 0, os animais foram inoculados com 10 mL de meio Friis esterilizado (grupo
controle) ou 10 mL de macerado de pulmé&o de suino experimentalmente infectado por
M. hyopneumoniae estirpe 232 (108 CCU/MmL) (grupo infectado) e diluido em meio Friis.
A infecgéo foi realizada via intratraqueal, de acordo com o padrdo recomendado pela
literatura para infeccOes experimentais (Garcia-Morante et al.,, 2016). Neste
procedimento, os animais foram contidos, e com o auxilio de um laringoscoépio, o cateter
foi inserido na traqueia. Em seguida ,10 ml do meio puro ou do inéculo foram instilados

pela sonda, e essa, lavada com 10 mL de solucao fisiolégica em seguida.
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Apos a infecgdo, os animais foram examinados a cada trés dias, momento em que
foi feito exame clinico e a temperatura era aferida. Semanalmente, foram colhidas
amostras de sangue e suabes nasais. A cada 14 dias dois animais do grupo controle e
guatro do grupo infectado foram aleatoriamente escolhidos, eutanasiados (Indu¢do com
Xilazina 1mgKg intramuscular, seguida de injecdo de Cloreto de potéassio (KCI)
intracardiaco e necropsiados, momento em que foram realizados o escore de lesédo
pulmonar e a coleta de amostras para posterior analise. Neste sentido, foram coletadas
amostras nos seguintes pontos no tempo 14 dpi, 28 dpi, 42 dpi e 56 dpi. O detalhamento
da composicéo dos grupos e as respectivas datas de necropsia podem ser encontrados
na Tabela 1.

Este trabalho foi submetido & Comiss&o de Etica do Uso de Animais (CEUA) da
FCAV Unesp Campus Jaboticabal e aprovado com o numero de protocolo 9.952416 e foi
conduzido seguindo os principios de ética e bem-estar animal adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentagao Animal.

Tabela 1. Quantidade de animais de cada um dos grupos e as respectivas datas de

necropsia para coleta de amostras bioldgicas.

Data da necropsia

14dpi* 28dpi 42dpi 56dpi Total
Controle 2 2 2 2 8
Infectado 4 4 4 4 16
Grupo Gl Gll Gl GIvV 24

*dpi- dias pos infec¢ao

2.2. Exame fisico, coleta de amostras de soro e suabes nasais

A partir do O dpi, os animais foram avaliados clinicamente a cada trés dias,
momento em que a temperatura era aferida e os animais examinados em busca de sinais
clinicos compativeis com a infeccdo por M. hyopneumoniae, -caracterizados
principalmente por tosse seca nao-produtiva. Semanalmente, amostras de sangue de

cada animal foram coletadas por puncao da jugular utilizando sistema a vacuo fechado
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(Vacutainer, BD - EUA). Em seguida, o sangue foi centrifugado 8.000 g por 15 minutos
e 1mL de plasma sanguineo foi coletado e armazenado em microtubos (Axygen, EUA) a
-20°C até o uso.

Amostras de suabes nasais de cada animal foram colhidas, utilizando suabes de
algodéo (Absorve, Brasil) inseridos nas narinas e rotacionados de duas a trés vezes e
acondicionados em microtubos livres de DNAses e RNAses (Axygen, EUA) contendo
500 uL de PBS esterilizado, pH 7,4 (Sigma- Aldrich, EUA) e imediatamente estocados a

-20°C até o uso.

2.3. Deteccao de anticorpos (IgG) anti- M. hyopneumoniae

A deteccdo de anticorpos (IgG) anti-M. hyopneumoniae no soro dos animais foi
realizada utilizando-se kit de ELISA indireto M. hyo. Ab test (IDEXX, EUA). Os testes
foram realizados de acordo com as instrucdes do fabricante, sendo posteriormente lidos
em aparelho espectrofotometro iIMARK (Biorad, EUA) no comprimento de onda de 650
nm. O calculo do valor SP foi realizado de acordo com as recomendagdes do fabricante,
como os animais foram experimentalmente infectados e mantidos em instalagbes
isoladas, resultados suspeitos (S/P entre 0,3 e 0,4) foram consideradas positivas as
amostras com valor de S/P maior que 0,3 ao invés de 0,4 como preconizado pelo

fabricante.

2.4. Avaliagdo post-mortem do escore de lesdo pulmonar e colheita de amostras

para deteccdo e quantificacéo de copias do gene p102 de M. hyopneumoniae.

A cada 14 dias (até dpi 56) dois animais do grupo controle e quatro do grupo
infectado foram aleatoriamente escolhidos e eutanasiados com o0 seguinte protocolo:
Xilazaina 1mgKg, seguida de Propofol 16mgKg via intracardiaca e finalizado com
sangria. Durante a necropsia, os pulmdes foram separados e realizou-se a avaliagédo do
escore de lesdes compativeis com pneumonia por M. hyopneumoniae. Foram
consideradas compativeis com a infeccdo lesdes de consolidagcdo em lobos cranio-

ventrais (lobos cardiacos, lobos intermediarios e lobo acessério) do pulmao; sendo que

51



gualquer outro tipo de alteracéo néo foi considerada nessa avaliagdo. A classificagcédo do
escore foi realizada de acordo com o método de avaliacdo previamente publicado por
Christensen et al. (1999). Brevemente, cada um dos lobos pulmonares era visualmente
avaliado e a porcentagem de area de superficie acometida por lesdes foi estimada e em
seguida multiplicada pelo peso que cada lobo pulmonar representava do peso total do
pulmdo. Amostras de traqueia trés diferentes por¢cdes anatomicas foram colhidas de
cada animal, sendo uma amostra na porcao cranial (da laringe até o 12° anel), porcéo
meédia (13° anel ao 24° anel cartilaginoso) e porcéo caudal (25° anel até a bifurcacédo dos
brénquios). Cada amostra foi acondicionada em microtubos (Axygen, EUA) livres de
DNAses e RNAses, identificada e imediatamente congelada — 80°C até o uso.
Amostras de lavado traqueobronquico (LTB) foram colhidas utilizando pipeta de
vidro esterilizada. Brevemente, 15mL de solucdo esterilizada de Phosphate Buffered
Saline (PBS), (pH 7,4) (Sigma-Aldrich, EUA) foram inseridas na traqueia préximo a
divisdo nos dois brénquios. O pulméo foi entdo massageado para que o liquido se
espalhasse bem pelas vias aéreas e em seguida, com auxilio de pipetador automatico,
puxou-se o lavado, que foi armazenado em criotubos com 1,5 mL livres de DNAses e
RNAses (Corning, EUA) e imediatamente acondicionado a -80°C até a analise.
Amostras de lesdes pulmonares de consolidacdo cranio-ventral, consideradas
caracteristicas de infec¢do por M. hyopneumoniae foram coletadas para se confirmar o
envolvimento do agente nas referidas lesGes. Fragmentos de pulmdo de
aproximadamente um centimetro foram coletados, armazenados em criotubos (Corning,

EUA) livres de DNAse e RNAse e imediatamente estocados a -80°C até o uso.

2.5. Colheita de amostras teciduais para histopatologia

Durante a necropsia, fragmentos de trés por¢cdes anatbmica de traqueia foram
coletados para realizacdo do escore de lesdo microscopica. Os fragmentos foram
coletados na porcao cranial (da laringe até o 12° anel), por¢do média (13° anel ao 24°
anel cartilaginoso) e porcdo caudal (25° anel até a bifurcagdo dos brénquios) e
armazenados em formalina tamponada 10% por 24 horas e posteriormente transferidas

para alcool 70%. As laminas foram confeccionadas de acordo com o procedimento
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padrao para histopatologia, sendo coradas com Hematoxilina- Eosina (HE) e lidas em
microscopio de luz.

O escore das lesGes microscopicas foi definido baseando-se na descricdo de
lesdes causadas por M. hyopneumoniae em traqueia na literatura (Maxie et al., 2015).

As lesBes foram graduadas de 0 a 4, de acordo com os critérios expostos na Tabela 2.

Tabela 2. Critérios utilizados para classificacdo dos escore de lesdo em amostras bioldgicas de

tragueias de animais experimentalmente infectados com M. hyopneumoniae amostra

232.
Escore Descri¢cdes das lesbes
0 Sem lesbes
Hiperplasia de epitélio, cilios presentes em
! guantidade normal
Hiperplasia de epitélio, cilios em quantidade
? reduzida, focos de hemorragia
Hiperplasia de epitélio com redug&o na
3 quantidade de cilios, hiperplasia glandular e/ou
aumento de células caliciformes
Hiperplasia epitélio, auséncia de cilios,
hiperplasia glandular, aumento de células
4 caliciformes e notavel infiltrado de células
inflamatérias

2.6. Extracdo de DNA das amostras biologicas

Para a extracdo do DNA das amostras coletadas de pulméo, traqueia, LTB e
suabes nasais foi realizado protocolo de extracdo in house (Kuramae-lzioka, 1997).
Brevemente, 0,5 g de traqueia, 0,5g de amostra de leséo pulmonar, ou 250 puL de LTB
foram misturados a 600 pL de tampao de lise (160 mM de solucao de Tris-HCI pH 8,0;
60 mM de EDTA pH 8,0 (Sigma-Aldrich, EUA); 20 mM de NaCl (Exodo Cientifica, Brasil);
0,5% SDS (Sigma- Aldrich, EUA) e 0,5% de PVP (Sigma-Aldrich, EUA) acrescentado
com 1,6 puL de 2 — mercaptoetanol (Sigma Aldrich, EUA), agitado em vortex e incubado

em banho seco por 65°C por 40 minutos. Terminada a incubacédo, acrescentavam-se
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250 pL de acetato de potéssio (Sigma-Aldrich, EUA), 5M, em cada amostra e era
realizada nova incubacgé&o em gelo por 30 minutos, agitando-se por inversédo a cada 15
minutos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas (Centrifuge 5804 R, Eppendorf,
Alemanha) a 4°C por 10 minutos a 13.000 g.

Terminada a centrifugacdo, o sobrenadante foi coletado e passado para outro
tubo, foram acrescidos 550 pL de solucédo de cloroférmio (Merck, Alemanha) e alcool
isoamilico (24:1) (Acros Organics, EUA), agitado em vortex e centrifugado novamente a
4°C, 13.000 g por 10 minutos. O sobrenadante foi novamente colhido e passado a outro
tubo com 1 mL de alcool absoluto (Emsure®, Merck — Alemanha) e misturado por
inversao. As amostras entao foram incubadas overnight (16 horas) em freezer -20°C para
precipitacdo do DNA.

No dia seguinte, as amostras foram centrifugadas a 10°C por 20 minutos a
13.000g e em seguida descartou-se o sobrenadante, acrescentava-se 1mL de solucdo
de alcool 70% (Emsure®, Merck — Alemanha) e agitou-se suavemente o tubo para
descolar o pellet precipitado no fundo e procedeu-se a nova centrifugacao (10°C por 20
minutos a 13.000 g). Ao final, descartou-se o sobrenadante, e o pellet foi seco a 55°C
por duas horas em estufa. Terminada a secagem, acrescentavam-se 70 yuL de tampéo
TE (10 mM Tris-HCI, 1mM de EDTA) filtrado e incubado a 4°C por quatro horas.
Terminada a elui¢do, o sobrenadante era coletado e colocado em tubos de 200 pL livres
de DNAse e RNAse (Axygen, EUA), quantificados por espectrofotometria (Nanodrop®,
Thermo Fisher- EUA) e estocados a -20°C até o uso.

2.7. Avaliacdo da presenca de inibidores no DNA extraido

Procedeu-se a checagem quanto a presenca de inibidores na solucdo de DNA
extraido através de técnica de PCR convencional para deteccédo do gene enddgeno do
Gliceraldeido-3-Fosfato Desidrogenase (gapdh), de acordo com o protocolo previamente
publicado (Birkenheuer et al., 2003). Somente foram utilizadas para a g°PCR amostras
em que houvesse amplificacdo do referido gene. Amostras negativas na PCR para o
gene gapdh foram submetidas novamente a extracdo de DNA. A reacéo foi composta
por: 0,5 uM de cada um dos iniciadores ( Forward: 5'-CCTTCATTGACCTCAACTACAT-
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3' e Reverse 5-CCAAAGTTGTCATGGATGACC-3') (Invitrogen, EUA), 1 U da enzima
Tag polimerase (Invitrogen, EUA), solucdo tampédo 1X (Invitrogen, EUA), 1,5 mM de
MgClz (Invitrogen, EUA), 1mM de dNTP mix (Invitrogen, EUA), agua ultrapura g.s.p. para
19 pL e 1 puL de DNA template, totalizando-se 20 pL. A reagdo de amplificagdo foi
realizada nas seguintes configuragdes: um ciclo inicial de desnaturagéao a 95°C, seguido
de 39 ciclos de 95°C por 30 segundos, anelamento a 50°C por 30 segundos e extensado
de 72°C por 1 minuto e mais uma extensao final de 5 minutos em termociclador MyCycler
(Bio Rad, EUA). Em seguida as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose 1% (Sigma-Aldrich, EUA) corado com 0,1% de Brometo de Etideo (Sigma-
Aldrich, EUA). O gel era lido em transiluminador ChemiDoc MP (Bio Rad, EUA). O

tamanho esperado do fragmento amplificado era de 437 bp.

2.8. Deteccéo e quantificacdo de copias de DNA do gene codificador da proteina P102

de M. hyopneumoniae

Para se detectar a presenca e estimar a quantidade de M. hyopneumoniae em
fragmentos de pulméo, suabes nasais e LTB, foi utilizada a técnica de quantificagcdo
absoluta por gPCR. As amostras de pulméo foram processadas em duplicatas e o ensaio
utilizado foi otimizado a partir do protocolo ja descrito por Fourour et al. (2018). Os
iniciadores e a sonda de hidrélise utilizados na reacdo possuem como alvo o gene
multicopia codificador da proteina de adesdo pl02 dessa bactéria (GenBank:
AE017332.1). As sequéncias de nucleotideos dos iniciadores foram analisadas in silico
utilizando-se a ferramenta Blast (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) e néao
apresentaram similaridade com material genético de outros patdogenos de suinos. As
sequéncias de nucleotideos dos iniciadores sense e anti-sense e da sonda de hidrolise

(Fourour et al., 2018), estdo apresentados abaixo:

Primer sense: 5-TAAGGGTCAAAGTCAAAGTC-3’

Primer anti-sense: 5’- AAATTAAAAGCTGTTCAAATGC-3’
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Sonda de hidrdlise 5’- FAM-AACCAGTTTCCACTTCATCGCC-8BHQ2-3

A reacao foi composta por 1X de Master mix Go tag® (Promega, Madison, EUA),
0,5 uM de cada primer (Invitrogen, EUA), 0,3 uM da sonda de hidrélise (IDT, lowa City-
EUA), agua ultrapura g.s.p e 1 pL de DNA template por amostra totalizando 10 pL de
reacdo. A gPCR foi realizada em termociclador de tempo real CFX-96 (Biorad - EUA) nas
seguintes condicfes: um ciclo de desnaturacéo inicial a 95°C por 3 minutos, seguido de
39 ciclos de 95°C por 15 segundos e anelamentoextensao a 55,7 °C por 1 minuto. As
amostras foram testadas em duplicata e os resultados sé foram aceitos para amostras
com desvio padrdo menor de 0,5 ciclo (Bustin et al., 2009). Caso a diferenca fosse maior,

as amostras foram testadas novamente em triplicatas.

. 2.9. Quantificacdo absoluta de fragmentos do gene P102 de M. hyopneumoniae

A guantificacdo absoluta foi realizada utilizando-se curva padrdo com diluicdes
seriadas de razdo constante igual a 10, iniciando-se em 10 até 10”. Para isto utilizou-
se DNA sintético (GBlock®, IDT, lowa City, IA, EUA) contendo o fragmento de 150 pb a
ser amplificado pelo par de iniciadores apresentado anteriormente. O DNA sintético foi
diluido conforme as orientacdes do fabricante e mantido em concentracédo estoque de
107 moléculasfiL. Em seguida, diluicdes seriadas foram realizadas utilizando-se 45uL de
tampéao Tris-EDTA (TE 24:1) e 5 pL de solucdo a 10’ do DNA sintético. Os dados de
guantificacdo foram utilizados somente se a eficiéncia obtida estivesse entre 90% e
105% (Bustin et al., 2009) .

2.10. Anadlise estatistica

Todos os dados numéricos gerados foram analisados utilizando-se o programa R
(R Core Team, 2018). A normalidade dos dados foi atestada utilizando-se o teste de
Sharpiro-Wilkins (SW) e a homocedasticidade foi aferida utilizando-se o Teste de Bartlett,
ambos a 95% de confianca. Dados que obtiveram distribuicdo normal e homocedastica,

as diferencas significativas entre médias da quantificacdo do agente foram detectadas
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pelo teste ANOVA e as comparacdes multiplas feitas pelo teste de Tukey e teste de
Duncan (p<0,05). Casos em que ndo houve normalidade dos dados, as diferencas
significativas foram detectadas pelo teste de Kruskal-Walis e as comparacfes multiplas
pelo teste de Dunn, ambos p<0,05. A ocorréncia de correlacdes entre as variaveis foi
atestada pelo teste de Spearman (dados nao-paramétricos) e pela correlagdo de
Pearson (dados paramétricos). Os dados foram previamente analisados pelo método de
diagnodstico de Cook e distancia de Leverage, e as parcelas apontadas como outliers ou

valores influentes foram retiradas das analises.

3. RESULTADOS

3.1. Deteccdo de sinais clinicos nos animais infectados

A avaliacdo clinica dos animais do grupo controle ndo identificou sinais clinicos
compativeis com a infeccdo por M. hyopneumoniae e tampouco febre. Quanto ao grupo
infectado, sinais clinicos de tosse seca ndo-produtiva, associados a enfermidade, foram
notados a partir do 10° dpi e duraram até o final do experimento, no 56° dpi.
Manifestacbes de febre foram notadas esporadicamente em animais infectados,
variando de 39,7 °C a 40,3°C. Episédios de febre foram detectados a partir do 3 dpi até
o final do experimento, entretanto este sinal clinico ndo foi detectado em todos os animais
(1216).

3.2. Deteccao de anticorpos (IgG) anti-M. hyopneumoniae no soro dos

animais

Todos os animais foram negativos para a presenca de anticorpos anti-M.
hyopneumoniae no -7 dpi e 0 dpi. Todas as amostras do grupo controle foram negativas
até o fim do experimento. Trés animais eutanasiados aos 14 dpi nao tinham
soroconvertido, entretanto, como esses animais tiveram resultados positivos na qPCR,
nao foram excluidos do estudo. A soroconverséo dos animais infectados se deu de forma

nao uniforme, sendo que oito animais (50%) soroconverteram aos 14 dpi, trés (19%) aos
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21 dpi e dois (13%) aos 28 dpi.

Deteccao do DNA de Mycoplasma hyopneumoniae em amostras biologicas

3.3. Validagéo da reacdo gPCR

Os parametros obtidos nas reacfes de qPCR utilizadas para a deteccdo e
guantificacdo do DNA de M. hyopneumoniae para as amostras de pulmao, suabe nasal,
LTB e tragueia foram: Eficiéncia variando de 92% a 98,3%, R? entre 0,996 e 1,0,
Intercepto-y entre 39 e 40,8 e slope variando de -3,36 a -3,5; Todos os parametros
estavam de acordo com o preconizado por Bustin et al. (2009), sendo os resultados

utilizados para a quantificacdo do agente.

3.4. Deteccao de DNA de M. hyopneumoniae em suabes nasais

As amostras provenientes de todos os animais do grupo controle foram negativas,
na gPCR baseada em um fragmento do gene da proteina P102 de M. hyopneumoniae,
durante todo o periodo experimental. A presenca de material genético de M.
hyopneumoniae nas amostras de suabes nasais foi detectada a partir do 7 dpi em 25%
(7/28) dos animais infectados chegando a 100% dos animais no 49 dpi, entretanto os
animais apresentaram padréo intermitente demonstrando resultados negativos entre
apos ja terem obtido um resultado positivo. Todos os animais do grupo infectado tiveram
pelo menos um resultado positivo durante o experimento. A porcentagem de animais

positivos em cada dia amostrado pode ser encontrada na Figura 1.
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Figura 1. Porcentagem de animais com amostras de suabe nasal positivo para
a presenca de DNA de M. hyopneumoniae 232 ao longo do periodo

avaliado no experimento (56 dpi).

3.5. Amostras de lesdes pulmonares de consolidacdo cranio-ventral

As amostras de les&o pulmonar provenientes dos animais infectados foram todas
positivas para M. hyopneumoniae. Os animais do grupo controle foram todos negativos

na gPCR para o agente.

3.6. Escore de lesdes macroscépicas em pulmao

Durante a necropsia, os pulmdes dos animais foram retirados e o escore de lesao
pulmonar foi avaliado de acordo com a metodologia de Christensen et al. (1999). Foram
consideradas apenas para os fins do estudo lesdes de consolidagdo cranio-ventral,
compativeis com a infecgdo por M. hyopneumoniae. As médias de area de lesdo obtidas
em cada grupo foram 14 dpi- 13,40%; 28 dpi- 13,22%; 42 dpi- 9,61% e 56 dpi- 8,75%.
Lesdes cicatriciais e areas cinzentas de cicatrizagéo foram notados em pulmdes aos 42

dpi e 56 dpi. Nao houve diferenca significativa entre os grupos.
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Figura 2. Gréfico de barras contendo a area de lesdo consolidacao pulmonar média

dos quatro grupos dos animais infectados por M hyopneumoniae estirpe 232 aos

14dpi, 28dpi, 42dpi, 56dpi de acordo com o método de Christensen et al. (1999).

3.7. Escore de lesdes microscopicas em traqueias

Os resultados da avaliacdo de lesao microscopica dos trés fragmentos de traqueia

(TC, TM e TCL) podem ser encontrados na tabela 3.

Tabela 3. Escore de lesdo microscopica em trés por¢cbes anatbmicas diferentes de traqueia:

traqueia cranial (TC), traqueia média (TM) e traqueia caudal (TCL) de animais

experimentalmente infectados com M. hyopneumoniae amostra 232.

Controle Infectado
Grupo TC ™ TCL TC ™ TCL
14 dpi 0,5(+0,5) 0 (+0,0) 0 (0,0) 1,0 (+0,82) 1,75 (£1,7) 2,75 (x 1,5)
28 dpi 0 (+0,0) 0 (+0,0) 0 (0,0) | 2,25 (¢1,71) 1,75(x0,38) 2,75 (x0,96)
42 dpi 0 (+0,0) 0 (+0,0) 0(x0,00 | 0,75(x0,5) 1,75(x05)  2,25(+1,5)
56 dpi 0,5(x0,5)  0,5(x0,5) 0,5(x0,5) | 1,5(+1,0) 3,0(+0,81)  3,0(+0,81)

N&o foram encontradas diferencas significativas entre os escores de leséo
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histopatoldgica entre os periodos amostrados e nem entre os tipos de amostra.
Correlages significativas foram encontradas entre os escores de lesdo microscopica em
TM (0,48; p<0,05) e a quantificacdo estimada do agente em TM; e 0 escore de leséo

microscopica em TCL com a quantificacdo estimada do agente em TCL (0,61; p<0,05).

3.8. Deteccdo e quantificagdo de fragmentos do gene da proteina P102 de M.

hyopneumoniae em amostras de LTB e traqueia

As amostras de LTB obtidas dos animais controle foram todas negativas na
gPCRpara o agente em estudo, enquanto as amostras provenientes de animais
infectados experimentalmente foram todas positivas. As médias obtidas da estimativa de
copias do fragmento do gene da proteina P102 de M. hyopneumoniae nas amostras de
LTB por grupo foram 14 dpi: 6,0 x 10%; 28 dpi: 1,3 x 105; 42 dpi: 2,9 x 10° e 56 dpi: 4,9 x
10°. Diferencas significativas (p>0,05) foram detectadas entre a quantificacédo aos 28 dpi
gue foi maior do que a quantificacdo aos 14 dpi, mas nao foi diferente dos 42 e 56 dpi.
N&do houve correlacdo com o tempo de infeccdo nem com o escore de lesdo

macroscopica.
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Figura 3. Estimativa de cépias de fragmento do gene P102 de M. hyopneumoniae
232 detectadas em amostras de LTB, em diferentes pontos no tempo de
suinos experimentalmente infectados. Letras diferentes indicam diferenca

significativa a detectada pelo teste de Duncan (p<0,05).

As amostras de traqueia foram analisadas de trés diferentes regides anatdbmicas
dos animais, sendo elas: traqueia cranial (TC), tragueia média (TM) e traqueia caudal
(TCL). N&ao houve amostras positivas provenientes de animais néao infectados (controle).

As médias da estimativa de quantificacdo do agente nas amostras de TC por
grupo foram: 14 dpi- 4,1x103; 28 dpi- 3,1x10%; 42 dpi-1,1x103; 56 dpi- 5,5x103. Ndo houve
diferenca significativa entre os grupos. A correlacao de Spearman detectou a existéncia
de correlacdo (0,58; p<0,05) entre o escore de lesdo macroscopica e a estimativa de
copias do gene da proteina P102 de M. hyopneumoniae na porc¢éo cranial da traqueia; e
entre a quantificacdo estimada do agente nas amostras de LTB e a estimativa em TC
(rho:0,58; p<0,05) Nao houve correlagéo entre a quantificacdo e o tempo de infeccéo.

Com relacdo as amostras de TM, as médias obtidas por grupo foram: 14 dpi-
8,7x103; 28 dpi-3,3x10?; 42 dpi-3,2x10%; 56 dpi-2,0x10°. Ndo foram detectadas diferencas
significativas entre os grupos. O coeficiente de Spearman indicou duas correlagdes
significativas, positivas e moderadas: entre a estimativa e o tempo (0,59; p<0,05) e entre
a estimativa de copias do gene P102 de M. hyopneumoniae e o escore de leséo

macroscopica (0,57; p<0,05). Nao houve correlacdo entre a quantificacdo estimada em
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TM e em LTB.

J& com relacéo as amostras de TCL, as médias obtidas foram: 14 dpi-2,5x10%; 28
dpi-2,7 x10% 42 dpi-5,5 x103; 56 dpi -1,3 x10°. Nao houve diferenca significativa entre as
meédias dos grupos. Também nao houve correlacédo entre as estimativas e o tempo e o
escore de lesdo macroscopica; e entre a quantificacdo estimada do agente em TCL e
LTB.

Analisando-se pelo tipo de amostra, a média das amostras TCL (2,2x10°) foi
significativamente maior (p<0,05) do que a média das amostras de TC (2,8 x103%), mas
ndo de TM (1,0 x10%). Os resultados da quantificacdo média de cépias do gene P102
pelo tipo de amostra de acordo com o tempo de infecgao estéo apresentados na Figura
3.
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Figura 4. Grafico com as médias de copias genémicas do M. hyopneumoniae

estirpe 232 nos diferentes tipos de amostra de traqueia e no tempo.

4. DISCUSSAO

Mycoplasma hyopneumoniae € um agente que apresenta papel fundamental no
complexo das doencgas respiratorias dos suinos (CDRS) (Takeuti et al., 2017b). Sendo
assim compreender a dindmica desse agente durante a infeccéo € de grande importancia

para o diagnostico precoce da infec¢do, e consequentemente, em acdes de controle e
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prevencao da enfermidade em rebanhos suinos.

A confirmacao do sucesso da infecgédo foi atestada pela deteccdo de material
genético de M. hyopneumoniae nas diversas amostras biologicas coletadas, lesdes
macroscopicas compativeis e a deteccao de anticorpos séricos (IgG) contra o0 agente em
guestao.

O diagnostico sorologico € comumente utilizado na identificagéo de infecgbes por
M. hyopneumoniae, apesar de muitas vezes sofrer interferéncia de anticorpos colostrais
e vacinais, que nao sao possiveis de se diferenciar de anticorpos de infeccfes naturais
(Maes et al., 2018). Ainda, M. hyopneumoniae € notadamente um agente que produz
soroconverséao lenta em animais infectados, devido a caracteristica do agente de nao
invadir o parénquima do trato respiratério, e sim, de se aderir a superficie do epitélio,
dificultando a apresentacdo de antigeno para o sistema imune (Sibila et al., 2009).

Neste estudo, a metade dos animais foram soropositivos aos 14 dpi (816), sendo
gue todos os outros animais soroconverteram até o 35 dpi, exceto trés dos animais
eutanasiados aos 14 dpi. Padrdo semelhante de soroconversao foi descrito em infeccéo
experimental utilizando a mesma amostra (232) e 0 mesmo teste de ELISA para
diagnéstico sorolégico (Pieters et al., 2017). Ainda, animais experimentalmente
infectados apresentam soroconversdo mais rapida do que os naturalmente infectados,
devido a maior quantidade de microrganismos utilizados na infeccéo (Fano et al., 2005),
como foi o caso deste estudo.

As lesdes de consolidacéo cranio ventral observadas apresentaram maior escore
aos 14 dpi e 28 dpi (13,4% e 13,22% respectivamente), sendo que néo houve diferenca
estatistica entre ambos intervalos. O periodo de quatro semanas, ou 28 dias, é apontado
na literatura cientifica como o ponto em que o escore de lesdo macroscopica tende a ser
maior (Sgrensen et al., 1997), apesar de que infec¢des com amostras pouco patogénicas
do agente, as lesbes macroscopicas levam até oito semanas para se desenvolverem
(Villarreal et al., 2009).

A deteccao de anticorpos em soro e LTB ja foi correlacionada com a presenca de
lesdes de consolidacao cranio-ventral em suinos (Fraile et al., 2010; Garcia-morante et
al., 2017), similarmente, nesse estudo, a maioria dos animais soroconverteram entre 14

dpi e 28 dpi, grupos em que foram registrados 0s maiores escores de leséo
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macroscopica.

Com relagéo a deteccdo de DNA do agente em suabes, a mesma teve inicio da
deteccéo foi 7 dpi atingindo a maior quantidade de animais positivos aos 21 e 28 dpi
(92% e 81%, respectivamente), sendo possivel inferir que este foi o periodo de maior
carga bacteriana nos animais durante o periodo estudado. Neste presente estudo, o
sinal clinico de tosse foi notado no 10 dpi, e todos os animais tiveram pelo menos um
resultado positivo em amostras de suabes a partir do 21 dpi.

Os aerossois eliminados durante os acessos de tosse sdo apontados como via de
eliminagdo do agente para o0 meio externo e uma das principais formas de transmissao
(Sibila et al., 2009). M. hyopneumoniae € um agente que possui certo tropismo por
porcdes mais caudais do trato respiratério do suino como a tragueia caudal e os
brénquios, sendo levado ao trato respiratério superior durante acessos de tosse
causados pela secrecdo excessiva de muco durante o processo inflamatério (Kwon et
al., 2002; Marois et al., 2007).

Com relacéo aos resultados obtidos a partir da estimativa por g°PCR para carga
bacteriana nas amostras de traqueia cranial, maior valor foi observado aos 28 dpi,
mesmo momento em que ainda havia alto escore de area de lesdo pulmonar
macroscoépica. Infeccdo experimental de marrés utilizando a mesma amostra (232) do
agente, foram encontrados menores valores de Cq aos 28 dpi em amostras de suabe
de laringe (Roos et al., 2016), regido anatomicamente proxima as amostras de traqueia
cranial coletadas nesse estudo.

A correlagéo encontrada entre a area de lesao pulmonar e a estimativa de copias
do gene P102 do agente nas amostras de por¢des craniais de traqueia (coeficiente: 0,58)
e média (0,57) pode exemplificar este fato, uma vez que a reagéo inflamatoéria aumenta
a producao de muco, que leva a obstrucao dos bronquiolos e brénquios, resultando no
sinal clinico de tosse (Redondo et al., 2009; Thacker & Minion, 2012).

Sendo assim, animais com um maior escore de lesdo pulmonar muito
possivelmente apresentariam sinais clinicos de tosse com maior intensidade, e
consequentemente, uma maior populacdo do agente em porcdes craniais do trato
respiratorio superior e possivel excrecado para o meio externo por aerossois (Maes et al.,
2018).
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Com relagdo as amostras de por¢cdo caudal da traqueia, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos nem correlagdo com as lesées macroscopicas no pulmao.
Ainda, considerando-se os resultados por tipo de amostras (TC, TM e TCL), ao invés dos
grupos, a estimativa bacteriana média em amostras de traqueia caudal foi
significativamente maior (p<0,05) do que nas amostras médias e craniais.

Estes achados corroboram achados anteriores em que o agente possui tropismo
por regibes mais caudais da traqueia (Marois et al., 2007), local em que a carga
bacteriana se apresentou elevada durante todo o periodo do experimento, bem como
nao houve correlagdo com o tempo, indicando que a populacdo do agente na regido nao
apresentou tendéncia a se alterar no periodo abordado por este estudo (56dpi). Otagiri
et al. (2005) mostraram uma concentracdo 100 vezes maior de M. hyopneumoniae em
tragueia e brénquios do que na cavidade nasal, uma vez que esta Ultima so é colonizada,
por meio dos acessos de tosse.

Ja Fourour et al. (2019), também encontraram maiores quantidades de material
genético do agente em suabes traqueais do que quando comparado com suabes nasais
e tonsilas. Amostras de suabe nasal ja foram apontadas por apresentarem baixa
sensibilidade para o diagnéstico de M. hyopneumoniae quando comparadas com outras
amostras como LTB e suabes de laringe (Pieters et al., 2017).

Ainda, suabes tragueobrdonquicos e amostras de LTB tem sido utilizados com
sucesso na deteccdo e confirmacdo de infeccdo pelo agente em rebanhos suinos com
boa sensibilidade (Fablet et al., 2010; Rawal et al., 2018; Vangroenweghe et al., 2018),
devido a maior populacdo do agente na regido amostrada, quando comparada a regides
mais craniais do trato respiratorio, fato demonstrado por este estudo.

Quanto ao escore de lesdo microscopica nas amostras de tragueia, apesar de nao
terem sido encontradas diferencas significativas, é possivel perceber que as porcdes
TCL apresentaram escores numericamente maiores quando comparadas com amostras
de TC e TM. Ainda, a correlagdo com a quantificagao estimada do agente nas amostras
de TM e TCL (coeficientes: 0,48 e 0,61) permite inferir que o tropismo do agente por
essas regides acabou por induzir maiores escores de lesdo microscépica. Debey e Ross
(1994) também encontraram correlagao entre a quantidade de CCU/ mL inoculada em

cultivo de células de tragueia de suinos com a perda de cilios nas células epiteliais.
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Recentemente, infeccdo experimental por M. hyopneumoniae em cultivo celular
de células de traqueia produziu alteracBes patoldgicas, possivelmente indutores de
apoptose (Paes et al., 2019). As alteracdes teciduais notadas nesse estudo, como a
perda de cilios, hiperplasia de epitélio respiratério e alteracdes em células caliciformes
ja foram descritas em infeccdo experimental in vitro (DeBey e Ross, 1994). Estas
alteragOes teciduais, principalmente a ciliostase, resultam em enfraguecimento de
mecanismos de defesa do trato respiratorio e culminam em uma maior susceptibilidade
dos animais infectados a infeccfes respiratorias secundarias com maior mortalidade
(Thacker & Minion, 2012).

No geral, as maiores médias de cépias do gene P102 do agente nas amostras de
LTB e TCL, qguando comparados as observadas em traqueia cranial e média, também
reforcam o tropismo do agente por por¢cdes mais caudais do trato respiratorio. Estudos
anteriores ja haviam sugerido que maiores concentracdes do agente seriam encontradas
em brénquios (Fraile et al., 2010; Woolley et al., 2012).

No entanto, a correlacdo positiva e significativa (0,58) encontrada entre a
estimativa da quantificacdo do agente em amostras de TC e em LTB, apontou haver
relacdo entre a carga bacteriana nestes sitios. Muito provavelmente, uma maior
guantidade de M. hyopneumoniae na arvore brbénquica resultaria em uma maior
guantidade do mesmo na traqueia cranial carreados nos acessos de tosse.

A média de estimativas do gene P102 do agente nas amostras de LTB foi
significativamente maior aos 28 dpi, quando comparada com as estimativas aos 14 dpi,
42 dpi e 56 dpi. Analisando este resultado, pode-se afirmar que no periodo abordado
neste estudo a populagdo do agente colonizando a arvore brénquica do hospedeiro
atingiu seu apice préximo aos 28 dpi, coincidindo com o periodo de maior nimero de
animais com suabes nasais positivos e a maior quantificacdo em do agente em amostras

de traqueia cranial.
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5. CONCLUSAO

Maiores concentracfes do agente foram detectadas nas amostras de traqueia
caudal e na arvore bronquica (LTB) dos animais experimentalmente infectados,
confirmando o tropismo de M. hyopneumoniae por por¢cdes mais caudais do sistema
respiratorio do suino. Os escores mais altos de lesdes microscopicas encontradas nas
amostras de traqueia media e caudal, e a correlacdo destes com a quantificacdo
estimada do agente evidenciaram a patogenia da infeccdo nesta regido do trato
respiratério. Por fim, a quantificacdo nas amostras de LTB apresentou seu maior valor
aos 28 dpi, momento em que havia grande area de lesdo pulmonar e maior porcentagem
de animais excretando, permitindo inferir ser este 0 momento de maior expressao da
patogénicidade de Mycoplasma hyopneumoniae amostra 232 no curso da infeccao

experimental.
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