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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta de anticorpos anti- proteinas de superficie
de M. agalactiae em caprinos e ovinos vacinados com vacina inativada constituida de
antigeno total de M. agalactiae isolado no Brasil. A vacina 1 foi adsorvida em hidroxido
de aluminio, a vacina 2 em Montanide IMS-2215-VG e a vacina 3 em Montanide Gel-01.
O pool de soros provenientes de dez caprinos e dez ovinos coletados nos periodos 0, 21,
35, 90, 150, 210, 270 e 360 dias pds-vacinagdo foram testados pela técnica de Western
blotting. Nos caprinos, as vacinas 1 e 2 apresentaram melhores resultados. Os anticorpos
foram observados 21 dias apos a primeira dose para as trés vacinas. Em relacao ao perfil
das proteinas, a vacina 1 estimulou a producao de anticorpos contra as proteinas P48 e P55
e a vacina 2 contra a P48 ¢ a P80. Nos ovinos, a vacina 2 foi mais antigénica, com detec¢ao
de anticorpos 21 dias ap6s a primeira dose. Para as vacinas 1 e 3, os anticorpos sdo
verificados ap6s 35 dias, com queda acentuada aos 90 dias; apenas anticorpos contra a P48
apareceram apos a terceira dose de forma discreta. Contra a vacina 2, ainda persistiram
anticorpos contra a P48, P55 e P80 nos periodos 90, 150 e 210, que aumentaram apos a
terceira dose. Estes resultados reforcam a possibilidade de controle da agalaxia contagiosa
utilizando a vacinagdo e sugere a possivel utilizagdo da proteina P48 em testes diagndsticos

e vacinas no Brasil.

Palavras-chave: Adjuvante, imunoblotting, Mycoplasma agalactiae, pequenos

ruminantes, vacina.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the response of antibodies to surface proteins of M.
agalactiae in sheep and goats vaccinated with inactivated vaccine consists of total antigen
of M. agalactiae isolated in Brazil. Vaccine 1 - antigen adsorbed onto aluminum
hydroxide; Vaccine 2 - antigen adsorbed onto Montanide IMS-VG-2215, and Vaccine 3 -
antigen adsorbed onto Montanide Gel-01. The pool of sera from ten goats and ten sheep
collected in periods 0, 21, 35, 90, 150, 210, 270 and 360 days after the first vaccination
were tested by Western blotting techniques. In goats, vaccines 1 and 2 showed better
results. The antibodies were observed 21 days after the first dose for all three vaccines.
Regarding the profile of proteins in vaccine 1 stimulated the production of antibodies
against proteins P48 and P55 and the vaccine 2 against P48 and P80. In sheep, the vaccine
2 was more antigenic with antibodies 21 days after the first dose. For both vaccines 1 and
3, antibodies were present 35 days after first dose, with a significant drop at 90 days, only
antibodies against P48 discreetly appeared after the third dose. Stimulation induced by
vaccine 2 produced antibodies against P48, P55 and P80 proteins that persisted until 90,
150 and 210 days after first dose, which rose again after third dose. These results reinforce
the possibility of control of contagious agalactia using vaccination and suggest the possible

use of P48 protein in diagnostic tests and vaccines in Brazil.

Key words: Adjuvant, immunoblotting, Mycoplasma agalactiae, small ruminants, vaccine.



INTRODUCAO GERAL

A agalaxia contagiosa (AC) ¢ uma doenca emergente no Brasil. Seu diagndstico
clinico foi primeiramente realizado em julho de 2001, em um rebanho caprino leiteiro
situado no municipio de Soledade, Estado da Paraiba. Mycoplasma agalactiae foi o agente
responsavel pela infeccao e seu isolamento e identificagdo foi realizado, inicialmente por
técnicas convencionais e posteriormente por biologia molecular. Desde entdo, a AC vem se
disseminando em rebanhos do Nordeste brasileiro, comprovadamente nos estados de
Pernambuco ¢ do Rio Grande do Norte (NASCIMENTO et al., 2002; AZEVEDO et al.,
2006).

Atualmente, a doenca ¢ considerada uma das principais doengas dos rebanhos
caprinos leiteiros, em virtude da reducdo drastica da producdo de leite e das lesdes
produzidas na glandula mamaria, articulagdes e globo ocular dos animais acometidos,
determinando sério prejuizo econdmico. Muitos produtores deixaram definitivamente a
atividade leiteira em fungdo dessa enfermidade. No entanto, novas estratégias foram
desenvolvidas para enfrentar o problema.

Por ser uma doenga exdtica até o inicio dos anos 2000 e o diagnostico laboratorial
demandar alguns dias para sua conclusdo, a primeira linha de intervencdo foi a
padronizacdo de um método diagndstico que permitisse a identificacao rapida da resposta
imune de animais infectados. Para isso foi desenvolvido um ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) indireto que possibilita a realizacdo dos testes em poucas horas, ao
contrario da cultura bacteriana que necessita de alguns dias para sua execu¢do (CAMPOS
et al., 2009).

Paralelamente, estudos para caracterizacao bioquimica e molecular das amostras
isoladas no Nordeste foram realizados na tentativa de se obter ou pelo menos conhecer de
forma mais profunda as amostras mais prevalentes na Regido. Os resultados estdo em fase
final de divulgagao.

Logo em seguida foi desenvolvido um produto terapéutico para o controle dos casos
clinicos. Trata-se de um bioterapico, produzido a partir de Mycoplasma agalactiae € que
vem demonstrando ser uma alternativa eficiente e de baixo custo no tratamento da doenga
(MARINHO, 2008). Este produto tem oferecido, em especial, aos agricultores familiares a

possibilidade de reduzir os prejuizos advindos da infeccdo e o leite pode ser consumido
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ininterruptamente, pois ndo apresenta residuos quimicos. Em algumas situagdes,
especialmente quando o tratamento ¢ iniciado logo apds o aparecimento dos primeiros
sinais clinicos da enfermidade, a recuperacao dos animais se dd de forma rapida, evitando
maiores perdas.

A terceira linha de intervengdo foi a produgdo de imundgenos capazes de induzir
resposta imune aos animais vacinados. Os primeiros ensaios realizados com antigeno total
inativado demonstraram que animais vacinados apresentaram reducdo significativa dos
sinais clinicos da doenca ap6s o desafio com M. agalactiae (CAMPOS, 2012;
ALCANTARA et al., 2013). Estes resultados estimularam a realiza¢io de novos estudos
para melhor entender o mecanismo de agdo da resposta imune e consequentemente, quais
os melhores produtos a serem disponibilizados para os criadores em geral, de maneira que
se possa obter o controle dessa importante enfermidade.

Assim, nesse trabalho estdo mostrados os perfis antigénicos em ovinos € caprinos
imunizados com vacinas produzidas no Laboratério de Vacinas e Diagnostico da
Universidade Federal de Campina Grande e que com as devidas andlises, poderdo ser

destinadas ao setor industrial para producao em escala comercial.

REFERENCIAS BIBLIGRAFICAS

ALCANTARA, M.D.B.; CAMPOS, A.C.; MELO, M.A.; PEREIRA FILHO, J.M;
NASCIMENTO, E.R.; FARIAS, AA.; SOUSA, D.RM.; AZEVEDO, E.O. Resposta

imunoldgica em caprinos vacinados contra agalaxia contagiosa. Pesq. Vet. Bras., v.33, n.5,

p.561-564, 2013.

AZEVEDO, E.O.; ALCANTARA, M.D.B.; NASCIMENTO, ER.; TABOSA, 1M,;
BARRETO, M.L.; ALMEIDA, J.F.; ARAUJO, M.D.; RODRIGUES, A.R.O.; RIET-
CORREA, F.; CASTRO, R.S. Contagious agalactia by Mycoplasma agalactiae in small
ruminants in Brazil: first report. Braz. J. Microbiol., v. 37, p. 576-581, 2006.

CAMPOS, A.C.; TELES, J.LA.A.; AZEVEDO, E.O.; NASCIMENTO, E.R.; OLIVEIRA,
M.M.M.; NASCIMENTO, S.A.; CASTRO, R.S. ELISA protein G for the diagnosis of

contagious agalactia in small ruminants. Small Rumin. Res., v.84, p.70-75, 20009.

12



CAMPOS, A.C. Produgdo e avaliacdo de vacina contra agalaxia contagiosa. 2012. 75f.
Tese (Doutorado em Ciéncia Veterinaria) — Departamento de Medicina Veterinaria,

Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife, PE.

MARINHO, M.L. Ag¢do terapéutica do bioterapico de Mycoplasma agalactiae em
caprinos com agalaxia contagiosa dos ovinos e caprinos. 2008. 118f. Tese (Doutorado em
Ciéncia Veterinaria) — Departamento de medicina Veterinaria, Universidade Federal Rural

de Pernambuco, Recife, PE.

NASCIMENTO, E.R.; BARRETO, M.L.; PLATENIK, M.O.; AZEVEDO, E.O,;
TABOSA, LM.; ALCANTARA, M.D.B.; ALMEIDA, J.F.; NASCIMENTO, M.G.F.
Contagious agalactia by Mycoplasma agalactiae in goats in Brazil. Etiologic study. In:

Intern. Cong. Intern. Organiz. Mycoplasmol. (IOM). X1V, Vienna, p. 45-46, 2002.

13



3 CAPITULO I: AVALIACAO DO PERFIL IMUNOGENICO DE VACINAS
INATIVADAS CONTRA AGALAXIA CONTAGIOSA EM CAPRINOS

Manuscrito submetido a Revista Arquivo
Brasileiro de Medicina Veterindria e

Zootecnia/UFM G- Belo Horizonte.

14
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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar o perfil imunogénico em caprinos de trés vacinas
inativadas contra agalaxia contagiosa (AC), preparadas com linhagens de Mycoplasma
agalactiae isoladas no Brasil. A vacina 1 foi adsorvida em hidroxido de aluminio, a vacina
2 em Montanide IMS-2215-VG e a vacina 3 em Montanide Gel-01. O perfil proteico do
antigeno vacinal foi avaliado por SDS-PAGE e a imunogenicidade da vacina pela técnica
de Western blotting. A vacina foi administrada em trés doses, com intervalo de 21 dias
entre a primeira e a segunda e de 180 dias entre a segunda e a terceira. O pool de soros de
dez caprinos coletados nos periodos 0, 21, 35, 90, 150, 210, 270 e 360 dias pos-vacinagao
foram testados pela técnica de Western blotting. A vacina 2 foi mais antigénica, seguida da
vacina 1. Os anticorpos foram observados 21dias apds a primeira dose para as trés vacinas.
Houve diferenca no perfil das proteinas que foram reconhecidas por anticorpos para as
vacinas 1 e 2; a vacina 1 estimulou a produ¢do de anticorpos contra as proteinas P48 e P55
e a vacina 2 contra a P48 e a P80. Conclui-se que as vacinas 1 e 2 tiveram um perfil

semelhante quanto a inducao da produgdo de anticorpos.
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Palavras-chave: Adjuvante, imunoblotting, Mycoplasma agalactiae, pequeno ruminante.

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the immunogenicity in goats of three inactivated vaccines
against contagious agalactia (CA), prepared with a Brazilian field strain of Mycoplasma
agalactiae. Three different vaccine formulations were evaluated: Vaccine 1 - antigen
adsorbed onto aluminum hydroxide; Vaccine 2 - antigen adsorbed onto Montanide IMS-
VG-2215, and Vaccine 3 - antigen adsorbed onto Montanide Gel-01. The protein profile of
the vaccine antigen was evaluated by SDS-PAGE and vaccine immunogenicity by Western
blotting technique. The vaccines were administered in three doses, with an interval of 21
days between the first and second doses and 180 days between the second and the third
doses. Sera pool collected from ten goats in periods 0, 21, 35, 90, 150, 210, 270 and 360
days after first dose were tested by Western blotting technique. Vaccine 2 was more
antigenic than vaccine 1. The antibodies were observed 21 days after the first dose for all
vaccines. It has difference in the proteins profile that were recognized by antibodies to
vaccines 1 and 2: vaccine 1 stimulated antibodies production against P48 and P55 proteins
and the vaccine 2 against P80 and P48 proteins. We concluded that vaccines 1 and 2 had a
similar profile in induction of antibody production.

Key words: Adjuvant, immunoblotting, Mycoplasma agalactiae, small ruminant.

INTRODUCAO

O Mycoplasma agalactiae ¢ um dos principais agentes causadores da agalaxia
contagiosa (AC) de caprinos e ovinos, que ¢ uma sindrome caracterizada por agalaxia,
poliartrite e ceratoconjuntivite. A infec¢do se dissemina rapidamente no rebanho,
determinando grandes perdas econdmicas, decorrentes da diminui¢do da producao do leite
e da morte dos animais. A enfermidade é endémica em paises do Mediterraneo, Africa e
regido oeste e central da Asia e é uma doenga emergente em paises da América e no Japio
(Azevedo et al., 2006; OIE, 2012).

Uma das estratégias de controle da AC ¢ a adogao da antibioticoterapia por longos
periodos que reduz os sinais clinicos, mas mantém um grande nimero de animais
portadores. Além desta, a indugdo de partos com separagdo imediata das crias e o uso de

bioterapico foram estudadas (Alcantara et al., 2003; Marinho, 2008).
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As primeiras vacinas produzidas contra AC em caprinos e ovinos datam da década de
70 (Foggio et al., 1970), mas apenas na década de 90 ¢ que passou a ser utilizada mais
intensamente na Europa, onde a doenga causa perdas econdmicas consideraveis (Ledn
Vizcaino et al., 1995).

No Brasil, foram testadas vacinas inativadas de M. agalactiae adsorvidas com
diferentes adjuvantes (hidroxido de aluminio, Montanide IMS-2215-VG e Montanide Gel-
01), obtendo-se bons resultados na que continha adjuvante oleoso (Campos, 2012).

O M. agalactiae pode alterar os antigenos de superficie de acordo com De La F¢é et
al. (2006). Em amostras brasileiras de M. agalactiae, isoladas de leite caprino de infecg¢ao
natural, foram identificadas proteinas com peso molecular que variaram de 30 a 135 kD no
SDS-PAGE, com imunogenicidade para as que possuiam pesos moleculares de 135, 55 ¢
48 kD (Campos, 2012).

A 1munizacdo como estratégia de prevengdo da agalaxia contagiosa, pode se tornar
uma realidade no Brasil, pois os primeiros estudos demonstraram o potencial das vacinas
produzidas com amostras isoladas no Nordeste do pais. Nesse sentido, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a producao de anticorpos anti-proteinas M. agalactiae em caprinos

vacinados com antigeno bruto inativado, adsorvido com diferentes adjuvantes.

MATERIAL E METODOS

As vacinas foram preparadas a partir da amostra de M. agalactiae (BrPB3.03)
previamente caracterizada (Campos, 2012), cultivada durante 96 horas em caldo Hayflick
modificado, pH 7.8, enriquecido com 20% de soro eqiiino inativado a 37°C em
microaerofilia. O cultivo foi centrifugado duas vezes a 3800g durante uma hora e
ressuspenso em tampao salino fosfato [PBS, 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10.2 mM
Na,HPOy4, 1.8 mM KH,PO,, pH 7.6].

A suspensdo bacteriana na concentragdo protéica pré-inativacdo de 5 mg/dose da
vacina foi inativada com formaldeido a 0.4% (v/v) por 24 horas a 37°C. A suspensdo
inativada foi adsorvida sob agitagdo durante 3 horas a temperatura ambiente, com o
respectivo adjuvante: a) Vacina 1: Gel de hidréxido de aluminio na concentragdo de
6mg/mL de vacina (adjuvante aquoso); b) Vacina 2: Montanide IMS 2215 VG PR (Seppic

Inc.), na concentragdo de 25% (v/v) (adjuvante oleoso); ¢) Vacina 3: Montanide Gel 01 PR
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(Seppic Inc.), a 5% (v/v) (adjuvante aquoso), descrito por Campos (2012). As vacinas
foram estocadas a 4°C.

Quarenta caprinos sem padrao racial definido, machos e fémeas, com idade variando
de 6 a 48 meses, foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos vacinais € um controle,
com dez animais cada. A imunizac¢do foi realizada por via subcutanea na regido axilar
direita e esquerda, previamente tricotomizada, com duas doses de 2 mL com intervalo de
21 dias e uma terceira dose 180 dias ap6s a segunda vacinagdo. O grupo controle recebeu o
mesmo protocolo de vacinagdo utilizando PBS estéril como in6culo (Campos, 2012).

Os soros dos caprinos foram coletados nos dias 0, 21, 35, 90, 150, 210, 270 ¢ 360
apos a 1? vacinacgao.

Para andlise do perfil protéico pelo Western blotting (WB), a amostra de M.
agalactiae (BrPB3.03) em caldo Hayflick modificado (1,5 mL) foi centrifugada a 12000g
por 20 minutos e o pellet foi ressuspenso em PBS, pH 7,6. A concentragao de proteina foi
determinada por espectrofotometria (BioPhotometer Plus, Eppendorf, Alemanha)
utilizando um filtro de 280 nm. A amostra foi misturada em tampao de lise [S00 mM
Tris/HCI pH 6.8, 4.6% (p/v) SDS, 20% (v/v) glicerol, 10% (v/v) 2-mercaptoetanol e
0.004% azul de bromofenol] e fervida por 5 min. Posteriormente, 15 pg de proteinas de M.
agalactiae foram separadas por SDS-PAGE 12% (Laemmli, 1970). A eletroforese foi
realizada a 250 V e 50 mA por gel durante 40 minutos, com posterior coloragao do gel com
a solugdo de Comassie blue [0.005% (p/v) azul brilhante de Coomassie R-250, 7% (v/v)
acido acético, 25% (v/v) metanol].

As proteinas separadas por SDS-PAGE foram transferidas para membrana de
nitrocelulose 0.45 pum a 8 V e 700 mA por 70 min. As membranas foram bloqueadas em
solugdo de bloqueio [PBS pH 7.6; 2% (p/v) leite em pd desnatado (LPD)] por 30 minutos a
37°C, e em seguida lavadas trés vezes em PBS a temperatura ambiente por 5 minutos.

A membrana sensibilizada foi cortada em tiras e imersa no pool dos soros dos
caprinos vacinados diluido 1:100 e nos controles positivo e negativo diluidos 1:200 em
solu¢do de bloqueio e incubadas a 37°C por 45 minutos. O controle negativo do WB
constituiu de um pool de soros de cinco caprinos ndo imunizados ¢ negativos para M.
agalactiae e o controle positivo de um pool de soros de cinco animais com sinais clinicos

de AC, testados previamente pelo ELISA indireto (Campos et al., 2009).
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Apds incubacdo, as tiras foram lavadas e em seguida incubadas com conjugado
proteina G peroxidase (Sigma-Aldrich) diluido 1:9000 a 37°C por 45 minutos. As tiras
foram novamente lavadas e incubadas em solugdo de revelagdo [0,1M tampao citrato pH
5.0; 0.3 mg/mL 3°-3’-5’-5’-tetrametilbenzidina (TMB) e 0.38% peroxido de hidrogénio].

Apds cinco minutos, a rea¢ao foi interrompida com agua destilada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise da linhagem de Mycoplasma agalactiae utilizada na vacina pela
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) mostra bandas proteicas de 20 a 120
kDa. Trés bandas localizadas entre 20 ¢ 30 kDa, 50 ¢ 70 kDa e acima de 120 kDa nao
tiveram o peso molecular definido a partir do peso molecular padrao utilizado neste estudo
(Fig. 1). De La Fé et al. (2006) observam varias proteinas entre os intervalos anteriormente
citados e em torno de 5 bandas com pesos moleculares acima de 102 kDa e relatam a

imunogenicidade de proteinas com pesos moleculares de 24-25, 60 e 104-105kDa.

PM  AMOSTRAVACINALDE M. agalactiae

168kB3

80kDa
70kDa

50kDa

30kDa

20kDa

Figura 1. SDS-PAGE de proteina total de M. agalactiae corado com Comassie blue. Numeragao a esquerda:

peso molecular; Numeragdo a direita: pesos moleculares das proteinas de M. agalactiae.

Através do imunoblotting foi possivel verificar a presenca de anticorpos IgG anti- M.
agalactiae no pool dos soros dos caprinos vacinados com as trés vacinas, entretanto, as
vacinas 2 (adjuvante oleoso) foi mais antigénica, seguida da vacina 1 (adjuvante hidroxido
de aluminio), confirmando os achados de Campos (2012) através do ELISA indireto.

Adicionalmente, também houve diferenca no perfil das proteinas que foram reconhecidas
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por anticorpos para as vacinas 1 e 2; a vacina 1 estimulou a produgdo de anticorpos contra
as proteinas P48 e P55 e a vacina 2 contra a P48 e a P80.

Buonavoglia et al. (1998) e Greco et al. (2002) observaram que a vacina associada
ao adjuvante oleoso foi mais imunogénica do que a vacina com adjuvante hidréxido de
aluminio. Buonavoglia et al. (2008) verificaram que a vacina constituida por uma emulsao
de trés 6leos minerais impediu a infec¢cdo dos animais, caracterizada por sinais clinicos e
eliminacdo da bactéria pelo leite e por via nasal, apds o desafio.

Em relagdo a presenca de anticorpos anti- M. agalactiae, observou-se que ja havia
produgdo de anticorpos 21 dias apos a primeira dose para as trés vacinas. Nos periodos 90,
150 e 210 houve uma queda na quantidade de anticorpos (Fig. 2), representado pela
diminuicdo da intensidade das bandas no Western blotting (Fig. 2). A diminui¢do na
producdo de anticorpos em um curto periodo pos-vacinagao, provavelmente, deve-se ao
fato de que a vacina inativada estimular niveis de anticorpos mais baixos € menos
persistentes, necessitando de repeti¢cdes das doses em periodos mais curtos (Ledn Vizcaino

et al., 1995; Buonavoglia et al., 1998), fato comprovado com o aumento da intensidade das

bandas nos dias 270 e 360 apos o refor¢o vacinal realizado 180 dias ap6s a 2* dose (Fig. 2).

A B C

82
80

5
4

o Wh

=

3

Figura 2. Imunoblotting de proteina total de M. agalactiae utilizando soros de caprinos vacinados com as
vacinas experimentais 1 (A), 2 (B) e 3 (C). A numeracdo na fita corresponde aos dias apos a 1* dose da
vacinagdo: 1: 1* dose da vacina; 2: 21 dias pos-vacinagdo; 3: 35 dias pos-vacinacdo; 4: 90 dias pos-vacinagdo;
5: 150 dias pos-vacinacdo; 6: 210 dias pos-vacinagdo; 7: 270 dias pos-vacinagdo e 8: 360 dias pos-vacinagao.

Os pesos moleculares das proteinas em kDa estdo indicados a esquerda.
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Pelo Western blotting, observa-se que, apos as duas primeiras doses, a vacina
constituida de extrato total de M. agalactiae foi capaz de estimular a producdo de
anticorpos contra as proteinas com 82, 80, 55, 48 kDa. Uma banda ténue com peso
molecular de 30 kDa ¢ vista nas vacinas 1 e 2 apds a terceira dose. Apds a terceira dose,
ministrada 180 dias apo6s a segunda, as proteinas mais antigénicas foram as de 80, 55 ¢ 48
kDa. Anticorpos anti- proteinas com 55 e 48 kDa persistiram mesmo no periodo que houve
queda do titulo. Apos a terceira dose vacinal reapareceram as bandas de 55 e 48 kDa para
as vacinas 1 e 2, 80 kDa para a vacina 2 e 48 kDa para a vacina 3 (Fig. 2).

Campos (2012) relatou que a proteina P48 foi a mais imunogénica em soros de
caprinos naturalmente infectados. A P48 ¢ uma lipoproteina que possui uma potente agao
imunoestimulante, sendo um dos principais antigenos encontrados na infec¢do por M.
agalactiae (Rosati et al., 1999, 2000). Chessa et al. (2009) imunizaram camundongos com
uma vacina de DNA contendo o gene da P48 e houve estimulo da resposta imune celular
(Thl) e humoral (Th2); IgG1 anti-P48 recombinante foi identificado por ELISA.

Anticorpos anti-P55 foram observados, nas vacinas 1 e 2, 21 dias apos a primeira
vacinacao e estavam consideravelmente diminuidos apds 90 dias, reaparecendo apds a dose
de reforgo. Santona et al.(2002) e Tola et al. (1997) relatam que a P55 ¢ intensamente
imunogénica em animais infectados com M. agalactiae.

Anticorpos IgG anti- a fracdo de 80 kDa foram observados 35 dias ap6s a 1* dose,
além de uma outra banda de aproximadamente 82 kDa na vacina 2. No artigo de Tola et al.
(1997) observa-se uma banda imunogénica acima de 80 kDa revelada com soros de ovinos
com 30 dias ap6s o inicio dos sinais clinicos, mas os autores ndo tecem comentarios.

A vacinagdo com o extrato bruto também foi capaz de estimular a resposta humoral
contra a P80, uma lipoproteina de membrana (Tola et al., 2001), que foi reconhecida por
soros de ovinos em inicio da sintomatologia clinica (Tola et al., 1997), sugerindo-a como
um marcador para diagndstico precoce.

Para as vacinas 1 e 2, percebe-se uma discreta banda imunogénica de
aproximadamente 30 kD no immunoblotting realizado aos 270 e 360 dias, que corresponde
a 70 dias apo0s a terceira aplicagdo. De la Fé ef al. (2006) e Tola et al. (1997) observaram
que esta proteina também ¢ imunogénica na infeccdo natural em ovinos. Fleury et al.
(2001) observaram que a P30 estimulou uma resposta humoral em ovelhas infectadas

artificialmente com diferentes linhagens de M. agalactiae; os anticorpos persistiram
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durante, pelo menos, 2 meses apds a infeccdo. Nas vacinas estudadas, a P30 foi pouco
antigénica, que pode ser em fun¢do de modificagdes na estrutura da proteina pelo formol
ou durante a confeccao da vacina.

O gene para a P30 ¢ especifico para M. agalactiae (Fleury et al., 2001) e a produgdo
de anticorpos anti-P30 pode indicar que a linhagem de M. agalactiae utilizada na vacina

faca parte do sorotipo A-D, de acordo com Bergonier ef al. (1996) e Fleury et al. (2001).

CONCLUSOES
As vacinas 1 e 2 tiveram um perfil semelhantes quanto a inducdo da produgdo de

anticorpos contra proteinas de superficie de Mycoplasma agalactiae.
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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar o perfil imunogénico em ovinos de trés vacinas
produzidas com linhagens brasileiras de Mycoplasma agalactiae. O perfil proteico do
antigeno vacinal foi avaliado por SDS-PAGE e a imunogenicidade da vacina pela técnica
de Western blot. A vacina foi inativada com formol, adsorvida em hidréxido de aluminio
(Vacina 1), Montanide IMS-2215 (Vacina 2), Montanide Gel-01 (Vacina 3) e
administradas em trés doses. Entre a primeira e a segunda dose houve um intervalo de 21
dias, e entre a segunda e a terceira de 180 dias. O pool de soros de dez ovinos coletados
nos periodos 0, 21, 35, 90, 150, 210, 270 e 360 dias pos-vacinacao foram testados pela
técnica de Western blot. A vacina 2 foi mais antigénica, com detec¢do de anticorpos 21
dias apos a primeira dose. Para as vacinas 1 e 3, os anticorpos sao verificados apds 35 dias,

com queda acentuada aos 90 dias; apenas anticorpos contra a P48 apareceram apds a
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terceira dose de forma discreta. Contra a vacina 2, ainda persistiram anticorpos contra a
P48, P55 e P80 nos periodos 90, 150 e 210, que aumentaram apos a terceira dose. Conclui-
se que a vacina 2 induziu a resposta humoral de forma estavel contra proteinas de
Mycoplasma agalactiae.

Palavras-chave: antigenicidade, Brasil, imunidade humoral, imunoblotting.

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the immunogenic profile in sheep of three vaccines produced
with a field Brazilian strains of Mycoplasma agalactiae. The vaccine protein profile was
evaluated by SDS-PAGE and vaccine immunogenicity by Western blot. The vaccine was
inactivated with formaldehyde and adsorbed onto three different adjuvants: with aluminum
hydroxide (Vaccine 1), Montanide IMS 2215 (Vaccine 2), and Gel Montanide-01 (Vaccine
3). The vaccine was administered in three doses. Between the first and second dose there
was an interval of 21 days, and between the second and the third one of 180 days. A pool
of ten sera collected in 0, 21, 35, 90, 150, 210, 270 and 360 days after first vaccination
were tested by Western blot techniques. The second vaccine was more antigenic with
antibody detection 21 days after first dose. For both vaccines 1 and 3, antibodies were
present 35 days after first dose, with a significant drop at 90 days; only antibodies against
P48 discreetly appeared after the third dose. Stimulation induced by vaccine 2 produced
antibodies against P48, P55 and P80 proteins that persisted until 90, 150 and 210 days after
first dose, which rose again after third dose. It was concluded that the vaccine 2 induced
stable humoral immunity against Mycoplasma agalactiae proteins.

Key words: antigenicity, Brazil, immunoblotting, humoral immunity.
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INTRODUCAO

O Mycoplasma agalactiae é o agente da agalaxia contagiosa (AC), caracterizada por
agalaxia, poliartrite e ceratoconjuntivite em caprinos e ovinos. A infec¢do causa perdas
econdmicas, principalmente em rebanhos leiteiros de caprinos e ovinos, devido aos surtos
ou as infecgdes cronicas, com alta incidéncia de mastite subclinica (GOMEZ-MARTIN et
al., 2013). A enfermidade tem distribuicio mundial, sendo endémica na Asia, Africa e
América (OIE, 2012).

Os primeiros casos da AC causada por M. agalactiae no Brasil ocorreram na Paraiba,
disseminando-se para os Estados de Pernambuco e Rio Grande do Norte (NASCIMENTO
et al., 2002; AZEVEDO et al., 2006). Desde entdo, tem sido uma das principais
preocupagoes dos caprinocultores por causa dos sérios prejuizos econdmicos.

O M. agalactiae possui uma familia génica que gera diversidade nos antigenos de
superficie, contribuindo para os mecanismos de patogénese e evasdo do sistema imune do
hospedeiro (BERGONIER et al., 1996; FLITMAN-TENE et al., 2000; GLEW et al.,
2000). Esta diversidade ¢ observada em amostras isoladas em hospedeiros diferentes,
caprinos € ovinos, € também em relagdo a regido geografica (SOLSONA et al., 1996). Os
diferentes isolados apresentam bandas protéicas com 18 a 135 kD (SOLSONA et al., 1996;
TOLA et al., 1997). Amostras brasileiras de M. agalactiae, isoladas de caprino,
apresentaram bandas protéicas de 30 a 135 kD, com imunogenicidade para as de 135, 55 e
48 kD (CAMPOS, 2012).

As proteinas P55, P48, P40 e P30 sdo descritas como imunodominantes (SANTONA
et al., 2002; ROSATI et al., 2000; TOLA et al., 1997; FLEURY et al., 2002; FLEURY et
al., 2001) e vacinas tem sido testadas com o objetivo de evitar a infec¢do e eliminagdo do

micoplasma (GRECO et al., 2002; DE LA FE et al., 2007a; 2007b). Recentemente, no
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Brasil, foram avaliadas, em caprinos e ovinos, vacinas inativadas constituida de M.
agalactiae isolado de caprinos. Os melhores resultados foram obtidos com a vacina
adsorvida com adjuvante oleoso (CAMPOS, 2012).

A partir dos primeiros estudos que evidenciaram o potencial das vacinas constituidas
de M. agalactiae 1soladas no Nordeste do pais, o objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil

antigénico, em ovinos, das vacinas quando adsorvidas com adjuvante oleoso e aquoso.

MATERIAL E METODOS

As vacinas foram preparadas a partir da amostra de M. agalactiae (BrPB3.03)
previamente caracterizada por CAMPOS (2012), cultivada durante 96 horas em caldo
Hayflick modificado, pH 7.8, enriquecido com 20% de soro equino inativado a 37°C em
microaerofilia. O cultivo foi centrifugado a 3800g durante uma hora e ressuspenso em
tampao salino fosfato [PBS, 137 mM NaCl, 2.7 mM KCIl, 10.2 mM Na,HPO,4, 1.8 mM
KH,PO,4, pH 7.6]. A suspensao bacteriana na concentragdo proteica pré-inativagao de 5
mg/dose da vacina foi inativada com formaldeido a 0,4% (v/v) por 24 horas a 37°C.

A suspensdo inativada foi adsorvida sob agitagdo durante trés horas a temperatura
ambiente, com o respectivo adjuvante: a) Vacina 1: Gel de hidréxido de aluminio na
concentragcdo de 6mg/mL de vacina (adjuvante aquoso); b) Vacina 2: Montanide IMS 2215
VG PR (Seppic Inc.), na concentragdo de 25% (v/v) (adjuvante oleoso); c) Vacina 3:
Montanide Gel 01 PR (Seppic Inc.), a 5% (v/v) (adjuvante aquoso) (CAMPOS, 2012). As
vacinas foram estocadas a 4°C

Quarenta ovinos sem padrao racial definido, machos e fémeas, com idade variando
de 6 a 48 meses, foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos vacinais e um controle,

com dez animais cada.
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A vacinagao foi realizada em trés doses de 2mL administradas por via subcutanea na
regido axilar direita e esquerda, previamente tricotomizadas, com intervalo de 21 dias entre
a primeira e segunda ¢ 180 dias entre a segunda e a terceira. O grupo controle recebeu o
mesmo protocolo de vacinacdo utilizando PBS estéril como indéculo (CAMPOS, 2012).

Os soros dos ovinos foram coletados nos dias 0, 21, 35, 90, 150, 210, 270 e 360 apos
a 1* vacinacao.

No Western blot (WB), a amostra de M. agalactiae (BrPB3.03), cultivada em meio
Hayflick modificado, foi centrifugada a 12000g por 20 minutos € o pellet ressuspenso em
PBS, pH 7.6. A concentragdo protéica foi determinada por espectrofotometria
(BioPhotometer Plus, Eppendorf, Alemanha) utilizando um filtro de 280 nm. A amostra foi
misturada em tampao de lise [500 mM Tris/HCI pH 6.8, 4.6% (p/v) SDS, 20% (v/v)
glicerol, 10% (v/v) 2-mercaptoetanol e 0.004% azul de bromofenol] e fervida por 5 min.
Posteriormente, 15 pg de proteinas de M. agalactiae foram separadas por SDS-PAGE 12%
(LAEMMLI, 1970). A eletroforese foi realizada a 250 V e 50 mA por gel durante 40
minutos, com posterior coloracdo do gel com solucdo de Comassie blue [0.005% (p/v) azul
brilhante de Coomassie R-250, 7% (v/v) 4cido acético, 25% (v/v) metanol].

As proteinas separadas por SDS-PAGE foram transferidas para membrana de
nitrocelulose 0.45 pum a 8 V e 700 mA por 70 min. As membranas foram bloqueadas em
solugdo de bloqueio [PBS pH 7.6; 2% (p/v) leite em pd desnatado (LPD)] por 30 minutos a
37°C, e em seguida lavadas trés vezes em PBS por 5 minutos a temperatura ambiente.

A membrana sensibilizada foi cortada em tiras e imersa no pool dos soros dos ovinos
vacinados diluido 1:50 e nos controles positivo e negativo diluidos 1:200 e incubadas a
37°C por 45 minutos. O controle negativo do WB constituiu de um pool de soros de cinco

caprinos nao imunizados e negativos para M. agalactiae e o controle positivo de um pool
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de soros de cinco animais com sinais clinicos de agalaxia contagiosa, testados previamente
pelo ELISA indireto (CAMPOS et al., 2009).

Apds incubacido, as tiras foram lavadas e em seguida incubadas com conjugado
proteina G peroxidase (Sigma-Aldrich) diluido 1:9000 a 37°C durante 45 minutos. As tiras
foram novamente lavadas e incubadas em solugdo de revelagdo [0,1M tampao citrato pH
5.0, 0.3 mg/mL 3°-3’-5’-5’-tetrametilbenzidina (TMB) e 0.38% peroxido de hidrogénio].

Apbs cinco minutos, a reagdo foi interrompida com agua destilada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As vacinas foram capazes de induzir a produgdo de anticorpos IgG anti- M.
agalactiae, entretanto as vacinas 1 e 3 foram menos antigé€nicas, s6 estimulando a resposta
humoral apés a segunda dose (tira 3, Figura 1).

Os adjuvantes interferem na resposta imune em relacdo ao antigeno, além da
possibilidade de apresentar reacao inflamatoria na area de aplicacao da vacina. De acordo
com os dados do imunoblotting, a vacina 2 estimulou uma maior produ¢do de anticorpos
em relagdo as outras vacinas em todos os periodos, confirmando o estudo realizado por
CAMPOS (2012). A maior eficiéncia da vacina 2 deve-se ao tipo de adjuvante utilizado,
resultados também obtidos por BUONAVOGLIA et al. (2008; 2010), quando utilizaram
adjuvantes oleosos na producdo da vacina.

Outro aspecto relevante em relacdo ao comportamento das vacinas € que para a
vacina 2 houve diferenca quanto a imunogenicidade das proteinas. Nos periodos de 90, 150
e 210 dias apds a primeira dose (fitas 4, 5 e 6, Figura 1) € que se percebe a auséncia de
anticorpos contra a maioria das proteinas do micoplasma, mas com reaparecimento das

bandas apos o reforgo, realizado seis meses apos a segunda dose da vacina (fitas 7 e 8,

31



Figura 1). Esta diminuicdo na produgdo de anticorpos ¢ justificada por se tratar de uma
vacina inativada, que estimula niveis de anticorpos mais baixos € menos persistentes,
devendo ser repetida em periodos mais curtos (LEON VIZCAINO et al.,, 1995;
BUONAVOGLIA et al., 1998). Para as vacinas 1 e 3 nao houve aumento na eficiéncia da
vacina, mesmo apos o refor¢o, que pode também estar associada a origem do antigeno,
uma vez que a amostra foi isolada de caprinos, fato observado por CAMPOS (2012).

Através do imunoblotting, observa-se que as proteinas com peso molecular de 82, 80,
55, 48 e 30 kDa foram as mais imunogénicas, com imunodominancia da P248. Contra a
P48 houve producao de anticorpos mesmo nas vacinas 1 e 3. Duas bandas acima de 55 kDa
aparecem apos segunda vacinagdo, mas ndo se mantém apos a terceira dose.

CAMPOS (2012) relatou que a P48 foi a mais imunogé€nica para caprinos
naturalmente infectados. A P48 ¢ uma lipoproteina que estimula respostas imunes celular e
humoral e com potencial para aplicagao em diagnostico (ROSATTI et al, 2000; CHESSA et
al., 2009).

Para a P55, a resposta humoral ¢ observada a partir do dia 35, desaparecendo com 90
dias (fita 4, Figura 1), e com aumento ap6s o refor¢o nos dias 270 e 360 na vacina 2. Estes
resultados sdo diferentes dos obtidos por TOLA et al. (1997), provavelmente porque os
autores utilizaram soros de animais com até 30 dias do inicio dos sinais clinicos.

A producao de anticorpos contra as proteinas de 82 e 80 kDa ocorreu na vacina 2
apos 21 dias da 1? vacinagdo e na vacina 1 apenas ap6s a 2* dose. Noventa dias apods a 1?
dose j4 ndo se observam anticorpos contra a P82, mas ha uma banda discreta para a P80.

Com o reforco 180 dias apos a segunda vacinagdo, surgem mais anticorpos anti- P80
(fitas 7 e 8, Figura 1). A P80 ¢ uma das proteinas encontradas em M. agalactiae isoladas de

caprinos na Espanha e de ovinos na Italia, infectados naturalmente (DE LA FE et al., 2006;
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TOLA et al.,, 1997; 1996) e foi reconhecida por soros ovinos na fase inicial da
sintomatologia clinica (TOLA et al., 1997).

Anticorpos contra a proteina de aproximadamente 82 kD ndo foi descrita como
imunogéncia por outros autores. No artigo de TOLA et al. (1997), observa-se uma banda
imunogénica em soros de ovinos com 30 dias apds o inicio da sintomatologia clinica, logo
acima da proteina de 80 kDa, mas os autores ndo tecem comentarios.

Uma proteina de aproximadamente 30 kD ¢ visualizada na vacina 2 apos 21 dias da
primeira dose. Esta proteina foi detectada em diferentes amostras de M. agalactiae em
estudos conduzidos por DE LA FE et al. (2006) ¢ TOLA et al. (1997). FLEURY et al.
(2001) avaliaram a resposta humoral a P30 de ovelhas infectadas artificialmente com
diferentes linhagens de M. agalactiae, indicaram que a P30 ¢ altamente imunogénica e
induz uma resposta de anticorpos precoce que persiste durante 2 meses apos a infecgao. O
fato de nao termos observado uma produgdo marcante de anticorpos anti-P30 pode ser em

funcdo de alteragdes estruturais na proteina causadas durante a confecc¢ao da vacina.

CONCLUSAO
A vacina 2 induziu a resposta humoral de forma estavel contra proteinas de

Mycoplasma agalactiae.
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Figura 1. Imunoblotting de proteina total de M. agalactiae utilizando soros de ovinos
vacinados com as vacinas experimentais 1 (A), 2 (B) e 3 (C). A numeracdo na fita
corresponde aos dias apos a 1* dose da vacinacao: 1: 1* dose da vacina; 2: 21 dias pos-
vacinagdo; 3: 35 dias pos-vacinagdo; 4: 90 dias pos-vacinagdo; 5: 150 dias pds-vacinacao;
6: 210 dias pos-vacinacdo; 7: 270 dias pds-vacinagdao e 8: 360 dias pds-vacinagdo. Os
pesos moleculares das proteinas em kDa estdo indicados a direita.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A vacinacdo contra a agalaxia contagiosa ¢ uma das medidas de controle mais
eficientes. No Brasil, foram realizados os primeiros estudos com vacinas inativadas
produzidas a partir de amostras de M. agalactiae locais, que conferiram protecdo contra a
agalaxia contagiosa em caprinos € ovinos.

As vacinas estudadas apresentaram resposta imune contra as proteinas de
micoplasma, sendo as vacinas com adjuvantes oleosos mais eficientes. A proteina P48 foi
imunodominante em todas as vacinas, podendo vir a ser utilizada em testes diagnosticos e

vacinas.
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apods a sua primeira citagao.

v'Figura. Compreende qualquer ilustragio que apresente linhas e pontos: desenho,
fotografia, grafico, fluxograma, esquema, etc. A legenda recebe inicialmente a palavra
Figura, seguida do nimero de ordem em algarismo ardbico e ponto (ex.: Figura 1.) e ¢
referida no texto como Fig seguida de ponto e do nimero de ordem (ex.: Fig.1), mesmo se
referir a mais de uma figura (ex.: Fig. 1, 2 e 3). Além de inseridas no corpo do texto,
fotografias e desenhos devem também ser enviadas no formato jpg com alta qualidade, em
um arquivo zipado, anexado no campo proprio de submissdo na tela de registro do artigo.
As figuras devem ser, obrigatoriamente, inseridas no corpo do texto preferencialmente
apods a sua primeira citacao.

Nota:

v'Toda tabela e/ou figura que ja tenha sido publicada deve conter, abaixo da legenda,
informacgdo sobre a fonte (autor, autorizagdo de uso, data) e a correspondente referéncia
deve figurar nas Referéncias.

= Discussdo. Discutir somente os resultados obtidos no trabalho. (Obs.: As secdes
Resultados e Discussdao poderdao ser apresentadas em conjunto a juizo do autor, sem
prejudicar qualquer das partes e sem subitens).
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= Conclusdes. As conclusoes devem apoiar-se nos resultados da pesquisa executada e
serem apresentadas de forma objetiva, SEM revisdo de literatura, discussdo, repeticdo de
resultados e especulacdes.

= Agradecimentos. Nao obrigatorio. Devem ser concisamente expressados.

= Referéncias. As referéncias devem ser relacionadas em ordem alfabética, dando-se
preferéncia a artigos publicados em revistas nacionais e internacionais, indexadas.

Livros e teses devem ser referenciados o minimo possivel, portanto, somente quando
indispensaveis. Sdo adotadas as normas gerais ABNT, adaptadas para o ABMVZ
conforme exemplos:

Como referenciar:

1. Citagdes no texto

= A indicacdo da fonte entre parénteses sucede a citacao para evitar interrupcao

na sequéncia do texto, conforme exemplos:

v'autoria tUnica: (Silva, 1971) ou Silva (1971); (Anuério..., 1987/88) ou Anuario...
(1987/88)

v'dois autores: (Lopes € Moreno, 1974) ou Lopes € Moreno (1974)

v'mais de dois autores: (Ferguson et al., 1979) ou Ferguson et al. (1979)

v'mais de um artigo citado: Dunne (1967); Silva (1971); Ferguson et al. (1979) ou (Dunne,
1967; Silva, 1971; Ferguson et al., 1979), sempre em ordem cronoldgica ascendente e
alfabética de autores para artigos do mesmo ano.

= (itagdo de citagdo. Todo esfor¢co deve ser empreendido para se consultar o0 documento
original. Em situagdes excepcionais pode-se reproduzir a informagao ja citada por outros
autores. No texto, citar o sobrenome do autor do documento nao consultado com o ano de
publicacao, seguido da expressdo citado por e o sobrenome do autor ¢ ano do documento
consultado. Nas Referéncias, deve-se incluir apenas a fonte consultada.

=  Comunica¢do pessoal. Nao fazem parte das Referéncias. Na citacdo coloca-se o
sobrenome do autor, a data da comunicagcdo, nome da Instituigdo a qual o autor ¢
vinculado.

2. Periddicos (até 4 autores, citar todos. Acima de 4 autores citar 3 autores et al.):
ANUARIO ESTATISTICO DO BRASIL. v.48, p.351, 1987-88.

FERGUSON, J.A.; REEVES, W.C.; HARDY, J.L. Studies on immunity to alphaviruses in
foals. Am. J. Vet. Res., v.40, p.5-10, 1979.

HOLENWEGER, J.A.; TAGLE, R.; WASERMAN, A. et al. Anestesia general del canino.
Not. Med. Vet., n.1, p.13-20, 1984.

3. Publicacfo avulsa (até 4 autores, citar todos. Acima de 4 autores citar 3 autores et al.):
DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del cerdo. México: UTEHA, 1967. 981p.

LOPES, C.A.M.; MORENO, G. Aspectos bacteriologicos de ostras, mariscos e mexilhdes.
In: CONGRESSO BRASILEIRO DE MEDICINA VETERINARIA, 14., 1974, Sdo Paulo.
Anais... Sao Paulo: [s.n.] 1974. p.97. (Resumo).

MORRIL, C.C. Infecciones por clostridios. In: DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del
cerdo. México: UTEHA, 1967. p.400-415.

NUTRIENT requirements of swine. 6.ed. Washington: National Academy of Sciences,
1968. 69p.
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SOUZA, C.F.A. Produtividade, qualidade e rendimentos de carcaca e de carne em
bovinos de corte. 1999. 44f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria) — Escola de
Veterinaria, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte.

4. Documentos eletronicos (até 4 autores, citar todos. Acima de 4 autores citar 3 autores et
al.):

QUALITY food from animals for a global market. Washington: Association of American
Veterinary Medical College, 1995. Disponivel em: <http://www.org/critcal6.htm>.
Acessado em: 27 abr. 2000.

JONHNSON, T. Indigenous people are now more cambative, organized. Miami Herald,

1994. Disponivel em: <http://www.summit.fiu.edu/MiamiHerld-Summit-
RelatedArticles/>. Acessado em: 5 dez. 1994.
Nota:

= Artigos que ndo estejam rigorosamente dentro das normas acima ndo serdo aceitos para
avaliacdo.

= O Sistema reconhece, automaticamente, como “Desisténcia do Autor” artigos em
diligéncia e/ou “Aguardando liberagao do autor”, que nao tenha sido respondido no prazo
dado pelo Sistema.

Taxas de submissdo e de publicac¢io:

= Taxa de submissdo. A taxa de submissdo de R$30,00 devera ser paga por meio de
boleto bancario emitido pelo sistema eletronico de submissdo de artigos. Ao solicitar o
boleto bancario, o autor informara os dados para emissao da nota fiscal. Somente artigos
com taxa paga de submissdo serdo avaliados.

Caso a taxa nao seja quitada em até 30 dias sera considerado como desisténcia do autor.

= Taxa de publicacio. A taxa de publicagdo de R$80,00, por pagina impressa em preto e
R$250,00 por pagina impressa em cores sera cobrada do autor indicado para
correspondéncia, por ocasido da prova final do artigo. A taxa de publicagdo devera ser
paga por meio de boleto bancario emitido pelo sistema eletronico de submissao de artigos.
Ao solicitar o boleto bancario, o autor informara os dados para emissao da nota fiscal.

Recursos e diligéncias:

= No caso de o autor encaminhar resposta a diligéncias solicitadas pelo ABMVZ, ou
documento de recurso, 0 mesmo devera constar como a(s) primeira(s) pagina(s) do texto
do artigo somente na versdao em Word.

= No caso de artigo ndo aceito, se o autor julgar pertinente encaminhar recurso, 0 mesmo
deve ser feito pelo e-mail abmvz.artigo@abmvz.org.br.
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Normas para publicacio

1. CIENCIA RURAL - Revista Cientifica do Centro de Ciéncias Rurais da Universidade
Federal de Santa Maria publica artigos cientificos, revisdes bibliograficas e notas
referentes a area de Ciéncias Agrarias, que deverdo ser destinados com exclusividade.

2. Os artigos cientificos, revisdes ¢ notas devem ser encaminhados via eletronica e
editados em idioma Portugués ou Inglés. Todas as linhas deverdo ser numeradas e
paginadas no lado inferior direito. O trabalho devera ser digitado em tamanho A4 210 x
297mm com, no maximo, 25 linhas por pagina em espaco duplo, com margens superior,
inferior, esquerda e direita em 2,5cm, fonte Times New Roman e tamanho 12. O maximo
de paginas sera 15 para artigo cientifico, 20 para revisiao bibliografica e 8 para nota,
incluindo tabelas, graficos e figuras. Figuras, graficos e tabelas devem ser
disponibilizados ao final do texto e individualmente por pagina, sendo que nio poderao
ultrapassar as margens e nem estar com apresentacio paisagem.

3. O artigo cientifico devera conter os seguintes topicos: Titulo (Portugués e Inglés);
Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words; Introducdo com Revisdao de Literatura;
Material e Métodos; Resultados e Discussao; Conclusao e Referéncias; Agradecimento(s) e
Apresentacio; Fontes de Aquisi¢do; Informe Verbal, Comité de Etica e Biosseguranca
devem aparecer antes das referéncias. Pesquisa envolvendo seres humanos e animais
obrigatoriamente devem apresentar parecer de aprovac¢io de um comité de ética
institucional ja na submissao (Modelo .doc, .pdf).

4. A revisdo bibliografica devera conter os seguintes tépicos: Titulo (Portugués e
Inglés); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words; Introdugdo; Desenvolvimento;
Conclusdo; e Referéncias. Agradecimento(s) e Apresentacdo; Fontes de Aquisi¢do e
Informe Verbal; Comité de Etica e Biosseguranca devem aparecer antes das referéncias.
Pesquisa envolvendo seres humanos e animais obrigatoriamente devem apresentar
parecer de aprovacao de um comité de ética institucional ja na submissao (Modelo
-doc, .pdf).

5. A nota devera conter os seguintes topicos: Titulo (Portugués e Inglés); Resumo;
Palavras-chave; Abstract; Key words; Texto (sem subdivisdo, porém com introdu¢ao;
metodologia; resultados e discussdo e conclusdo; podendo conter tabelas ou figuras);
Referéncias. Agradecimento(s) e Apresentacdo; Fontes de Aquisi¢ao e Informe Verbal;
Comité de FEtica e Biosseguranga devem aparecer antes das referéncias. Pesquisa
envolvendo seres humanos e animais obrigatoriamente devem apresentar parecer de
aprovacio de um comité de ética institucional ja na submissido. (Modelo .doc, .pdf).

6. Nao serdo fornecidas separatas. Os artigos encontram-se disponiveis no formato pdf no
endereco eletronico da revista www.scielo.br/cr.

7. Descrever o titulo em portugués e inglés (caso o artigo seja em portugués) - inglés e
portugués (caso o artigo seja em inglés). Somente a primeira letra do titulo do artigo deve
ser maitscula exceto no caso de nomes proprios. Evitar abreviaturas e nomes cientificos no
titulo. O nome cientifico s6 deve ser empregado quando estritamente necessario. Esses
devem aparecer nas palavras-chave, resumo e demais se¢oes quando necessarios.

8. As citacdes dos autores, no texto, deverdo ser feitas com letras maitsculas seguidas do
ano de publicacdo, conforme exemplos: Esses resultados estdo de acordo com os
reportados por MILLER & KIPLINGER (1966) e LEE et al. (1996), como uma ma
formagdo congénita (MOULTON, 1978).

9. As Referéncias deverdao ser efetuadas no estilo ABNT (NBR 6023/2000) conforme
normas proprias da revista.
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9.1. Citagao de livro:

JENNINGS, P.B. The practice of large animal surgery. Philadelphia : Saunders, 1985.
2v.

TOKARNIA, C.H. et al. (Mais de dois autores) Plantas toxicas da Amazoénia a bovinos e
outros herbivoros. Manaus : INPA, 1979. 95p.

9.2. Capitulo de livro com autoria:

GORBAMAN, A. A comparative pathology of thyroid. In: HAZARD, J.B.; SMITH, D.E.
The thyroid. Baltimore : Williams & Wilkins, 1964. Cap.2, p.32-48.

9.3. Capitulo de livro sem autoria:

COCHRAN, W.C. The estimation of sample size. In: . Sampling techniques. 3.ed.
New York : John Willey, 1977. Cap.4, p.72-90.
TURNER, A.S.; McILWRAITH, C.W. Fluidoterapia. In: . Técnicas cirurgicas em

animais de grande porte. Sao Paulo : Roca, 1985. p.29-40.

9.4. Artigo completo:

O autor deverd acrescentar a url para o artigo referenciado e o numero de identificacao
DOI (Digital Object Identifiers), conforme exemplos abaixo:

MEWIS, 1.; ULRICHS, CH. Action of amorphous diatomaceous earth against different
stages of the stored product pests Tribolium confusum (Coleoptera: Tenebrionidae),
Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae), Sitophilus granarius (Coleoptera:
Curculionidae) and Plodia interpunctella (Lepidoptera: Pyralidae). Journal of Stored
Product Research, Amsterdam (Cidade opcional), v.37, p.153-164, 2001. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1016/S0022-474X(00)00016-3>. Acesso em: 20 nov. 2008. doi:
10.1016/S50022-474X(00)00016-3.

PINTO JUNIOR, A.R. et al (Mais de 2 autores). Resposta de Sitophilus oryzae (L.),
Cryptolestes ferrugineus (Stephens) e Oryzaephilus surinamensis (L.) a diferentes
concentragdes de terra de diatomécea em trigo armazenado a granel. Ciéncia Rural , Santa
Maria (Cidade opcional), v. 38, n. 8, p.2103-2108, nov. 2008 . Disponivel em:
<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S010384782008000800002&Ing
=pt&nrm=iso>. Acesso em: 25 nov. 2008. doi: 10.1590/S0103-84782008000800002.

9.5. Resumos:

RIZZARDI, M.A.; MILGIORANCA, M.E. Avaliagao de cultivares do ensaio nacional de
girassol, Passo Fundo, RS, 1991/92. In: JORNADA DE PESQUISA DA UFSM, 1., 1992,
Santa Maria, RS. Anais... Santa Maria : Pré-reitoria de Pés-graduagao e Pesquisa, 1992.
V.1. 420p. p.236.

9.6. Tese, dissertagao:

COSTA, J.M.B. Estudo comparativo de algumas caracterisitcas digestivas entre
bovinos (Charolés) e bubalinos (Jafarabad). 1986. 132f. Monografia/Dissertacio/Tese
(Especializagdo/ Mestrado/Doutorado em Zootecnia) - Curso de Poés-graduagdo em
Zootecnia, Universidade Federal de Santa Maria.

9.7. Boletim:

ROGIK, F.A. Industria da lactose. Sao Paulo : Departamento de Produ¢ao Animal, 1942.
20p. (Boletim Técnico, 20).

9.8. Informagao verbal:

Identificada no proprio texto logo apds a informagdo, através da expressdo entre
parénteses. Exemplo: ... sdo achados descritos por Vieira (1991 - Informe verbal). Ao final
do texto, antes das Referéncias Bibliograficas, citar o endereco completo do autor (incluir
E-mail), e/ou local, evento, data e tipo de apresentagdo na qual foi emitida a informacao.

48



9.9. Documentos eletronicos:

MATERA, JM. Afec¢des cirurgicas da coluna vertebral: analise sobre as
possibilidades do tratamento cirurgico. Sao Paulo : Departamento de Cirurgia, FMVZ-
USP, 1997. 1 CD.

GRIFON, D.M. Artroscopic diagnosis of elbow displasia. In: WORLD SMALL ANIMAL
VETERINARY CONGRESS, 31., 2006, Prague, Czech Republic. Proceedings... Prague:
WSAVA, 2006. p.630-636. Acessado em 12 fev. 2007. Online. Disponivel em:
http://www.ivis.org/proceedings/wsava/2006/lecture22/Griffon].pdf? LA=1

UFRGS. Transgénicos. Zero Hora Digital, Porto Alegre, 23 mar. 2000. Especiais.
Acessado em 23 mar. 2000. Online. Disponivel em:
http://www.zh.com.br/especial/index.htm

ONGPHIPHADHANAKUL, B. Prevention of postmenopausal bone loss by low and
conventional doses of calcitriol or conjugated equine estrogen. Maturitas, (Ireland), v.34,
n.2, p.179-184, Feb 15, 2000. Obtido via base de dados MEDLINE. 1994-2000. Acessado
em 23 mar. 2000. Online. Disponivel em: http://www. Medscape.com/server-
java/MedlineSearchForm

MARCHIONATTI, A.; PIPPI, N.L. Andlise comparativa entre duas técnicas de
recuperagdo de ulcera de cornea ndo infectada em nivel de estroma médio. In:
SEMINARIO LATINOAMERICANO DE CIRURGIA VETERINARIA, 3., 1997,
Corrientes, Argentina. Anais... Corrientes : Facultad de Ciencias Veterinarias - UNNE,
1997. Disquete. 1 disquete de 31/2. Para uso em PC.

10. Desenhos, graficos e fotografias serdo denominados figuras e terdo o nimero de ordem
em algarismos ardbicos. A revista ndo usa a denominagdo quadro. As figuras devem ser
disponibilizadas individualmente por pagina. Os desenhos figuras e graficos (com largura
de no maximo 16cm) devem ser feitos em editor grafico sempre em qualidade méaxima
com pelo menos 300 dpi em extensdo .tiff. As tabelas devem conter a palavra tabela,
seguida do nimero de ordem em algarismo arabico e ndo devem exceder uma lauda.

11. Os conceitos e afirmagdes contidos nos artigos serdo de inteira responsabilidade do(s)
autor(es).

12. Seré obrigatorio o cadastro de todos autores nos metadados de submissdo. O artigo ndo
tramitara enquanto o referido item nao for atendido. Excepcionalmente, mediante consulta
prévia para a Comissao Editorial outro expediente podera ser utilizado.

13. Lista de verificagdo (Checklist .doc, .pdf).

14. Os artigos serdo publicados em ordem de aprovagao.

15. Os artigos ndo aprovados serdo arquivados havendo, no entanto, o encaminhamento de
uma justificativa pelo indeferimento.

16. Em caso de duvida, consultar artigos de fasciculos ja publicados antes de dirigir-se a
Comissao Editorial.
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