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Resumo

SANTOS, Francisco Denis Souza. Avaliagdo de Bacillus toyonensis como
bioadjuvante em vacina recombinante. 2016. 58f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias) - Programa de P6s-Graduacdo em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2016.

Bacillus toyonensis € uma bactéria probiotica que exerce efeito imunomodulador,
capaz de aprimorar a eficacia de vacinas. O objetivo deste trabalho foi estudar o
efeito imunomodulador de B. toyonensis em camundongos vacinados com a
glicoproteina D recombinante de herpesvirus bovino tipo 5. Os camundongos foram
divididos aleatoriamente em oito grupos experimentais. O grupo B.t integral recebeu
a suplementacdo com o probidtico durante todo o periodo experimental. O grupo B.t
7dias foi suplementado nos sete dias que antecederam a primeira dose da vacina. O
grupo Esp vivo s.c. recebeu a inoculacdo de esporos viaveis de B. toyonensis pela
via subcutanea (s.c.) simultaneamente a vacina. O grupo Esp inat s.c. recebeu a
inoculacao esporos inativados pela via s.c. simultaneamente a vacina. O grupo Esp
vivo+rgD recebeu o antigeno vacinal associado aos esporos vivos. O grupo Esp
inat+rgD recebeu o antigeno vacinal associado aos esporos inativados. Os grupos
rgD+AI(OH)s e rgD+PBS foram os grupos controle, ndo receberam suplementagéo
com o probidtico nem inoculacao de esporos. A resposta imune humoral foi avaliada
por ELISA e por soroneutralizacdo. Os animais de todos os grupos responderam a
vacina com a producao de anticorpos IgG totais. Os grupos suplementados com o
probiotico (B.t integral e B.t 7dias) assim como 0s que receberam a inoculacéo de
esporos simultaneamente a vacina (Esp vivo s.c. e Esp inat s.c.) apresentaram
niveis de anticorpos superiores, apresentando diferenca estatistica (p<0,05) quando
comparados aos grupos controle. Os grupos que receberam o antigeno vacinal
associado aos esporos (Esp vivo+rgD e Esp inat+rgD) apresentaram niveis de
anticorpos inferiores quando comparados aos grupos suplementados. Os resultados
indicam que o probidtico B. toyonensis apresenta efeito imunomodulador em
camundongos vacinados com a glicoproteina D recombinante de herpesvirus bovino
tipo 5 constituindo-se numa alternativa para aumentar a eficiéncia de vacinas

Palavras-chave: probiotico; esporo; imunomodulacéo; vacinas; camundongos



Abstract

SANTOS, Francisco Denis Souza. Assessment of Bacillus toyonensis as
recombinant vaccine bioadjuvant. 2016. 58f. Dissertation (Master degree in
Sciences) - Programa de Pds-Graduagcdo em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2016.

Bacillus toyonensis is a probiotic bacterium that exerts immunomodulatory effect,
capable to enhance the effectiveness of vaccines. The objective of this study was to
investigate the immunomodulatory effect of B. toyonensis in mice vaccinated with the
recombinant glycoprotein D of bovine herpesvirus type 5. Mice were randomly
divided into eight experimental groups. The complete B.t group received
supplementation with the probiotic during all the experimental period. The 7days B.t
group was supplemented seven days prior to the first vaccine dose. The sc live Esp
group received an inoculation of viable spores of B. toyonensis subcutaneously (sc)
simultaneously to the vaccine. The sc inact Esp group received an inoculation of
inactivated spores via sc simultaneously to the vaccine. The live Esp+rgD group
received the vaccine antigen associated with living spores. The inact Esp+rgD group
received the vaccine antigen associated with inactivated spores. The rgD+AI(OH)3
and rgD+PBS, were control groups, did not received supplementation with the
probiotic, nor spore inoculation. The humoral immune response was evaluated by
ELISA and serum neutralization. The animals of all groups responded to the vaccine
with the total IgG antibody production. The groups supplemented with probiotic
(complete B.t and 7days B.t) as well as the ones that received the spore inoculation
simultaneously to the vaccine (sc live Esp and sc inact Esp) showed higher levels of
antibodies, showing statistical difference (p<0,05) when compared to the
unsupplemented ones. The groups that received the vaccine antigen associated to
the spores (live Esp+rgD and inact Esp+rgD) showed lower antibodies levels when
compared to the supplemented groups. The results indicate that the probiotic B.
toyonensis has an immunomodulatory effect in mice vaccinated with the recombinant
glycoprotein D of bovine herpesvirus type 5, establishing an alternative to increase
the vaccines efficacy.

Keywords: probiotic; spore; immunomodulation; vaccines; mice
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1 Introducéo

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude e a Organizacdo das Nacoes
Unidas para Alimentacdo e Agricultura (2002) probiéticos sdo definidos como
microrganismos vivos, que quando ingeridos em quantidades adequadas, conferem
efeitos benéficos a saude do hospedeiro. Os probidticos podem prover protecao
contra patdgenos na mucosa intestinal do hospedeiro, assim como, assumem um
importante papel no desenvolvimento da resposta imune sistémica através da
imunomodulagdo (FORSYTHE & BIENENSTOCK, 2010).

Os mecanismos pelos quais 0s probidticos atuam incluem a alteracdo da
microbiota intestinal, fortalecimento e modificacdo da barreira intestinal, producéo de
moléculas antimicrobianas, inibicdo da adesdo de patégenos e modulacdo da
resposta imune (THOMAS & VERSALOVIC, 2010). A imunomodulagdo mediada
pelos probidticos foi demonstrada pela proliferacdo de células do sistema imune,
aumento na producdo de anticorpos, aumento na atividade de fagécitos e inducéo
na producéo de citocinas (BORCHERS et al., 2009).

Os probidticos séo utilizados na prevencao e no tratamento de doencgas, no
controle de distarbios do metabolismo do trato gastrointestinal, na inibicdo da
carcinogénese, como promotores de crescimento na alimentacdo animal, se
constituindo uma alternativa ao uso dos antibiéticos (COPOLLA & GIL-TURNES,
2004). Os probidticos comumente utilizados na alimentacdo humana sdo o0s
Lactobacillus sp. e Bifidobacterium sp. que apresentam limitacdo para serem
utilizados na alimentacdo animal, pois sédo sensiveis as condi¢cdes adversas do meio
ambiente. Ao contrario, as bactérias do género Bacillus sp. tem a capacidade de
esporular e resistir aos processos de elaboracdo, conservagao, armazenamento e
administracdo de racdes para animais (CUTTING, 2011; GIL-TURNES et al., 1999).

Bacillus toyonensis € uma bactéria Gram positiva formadora de esporos, nao
patogénica que ndo produz enterotoxinas e ndao € geneticamente modificada. Foi
primeiramente identificada como B. cereus var. toyoi, recentemente, foi proposta
como uma nova espécie do grupo B. cereus com o nome de B. toyonensis

(JIMENEZ et al.,, 2013). E utlizada ha varias décadas como probidtico na
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alimentacdo animal, melhorando a eficiéncia alimentar e provendo beneficios a
salde dos animais (GIL-TURNES; CONCEICAO; GIL DE LOS SANTOS, 2007).
Bacillus toyonensis exerce efeito imunomodulador sendo capaz de aprimorar a
eficacia de vacinas em ovinos, suinos e murinos através da modulacéo da resposta
imune (ROOS et al., 2010; SCHIERACK et al., 2007; COPOLLA et al., 2005).

O uso de vacinas € uma alternativa eficiente na profilaxia e controle de
doencas infecciosas. As vacinas baseadas em antigenos recombinantes sdo mais
seguras, pois ndo causam reacdes adversas, como o risco de reversao a viruléncia,
no entanto, muitas vezes sao pouco imunogénicas e por isso sao administradas com
adjuvantes para aumentar sua imunogenicidade (MBOW et al., 2010; REED et al.,
2009). Vacinas recombinantes contra os herpesvirus sdo baseadas nas principais
glicoproteinas do envelope viral (BABIUK et al., 1996). A glicoproteina D de
herpesvirus bovino tipo 5 é essencial para a ligacdo e penetracdo do virus nas
células permissivas, € um dos principais alvos da resposta imune do hospedeiro
induzindo uma forte resposta imune humoral e celular durante a infec¢cdo (DUMMER;
LEITE; VAN DRUNET DEN HURK, 2014).

Na mucosa intestinal do hospedeiro os microrganismos probidticos interagem
diretamente com as células epiteliais intestinais e com as células dendriticas
estimulando a funcéo intestinal e a resposta imune inata e adaptativa (GOMEZ-
LLORENTE; MUNOZ; GIL, 2010). As células dendriticas respondem a interacdo com
0s probidticos com a producdo de citocinas, expressdo de moléculas do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC) e moléculas co-estimulatorias que véao
polarizar as respostas dos linfécitos T auxiliares (LEBEER; VANDERLEYDEN;
KEERSMAECKER, 2010).

Os probidticos modulam a resposta imune e incrementam a eficacia de
vacinas. O objetivo deste trabalho foi estudar o efeito de B. toyonensis na
modulacdo da resposta imune em camundongos vacinados com a glicoproteina D
recombinante de herpesvirus bovino tipo 5 suplementados com o probiético durante
dois periodos diferentes. Além disso, avaliar o efeito de esporos de B. toyonensis
administrados pela via subcutanea simultaneamente a vacina, e também associados

ao antigeno vacinal.



2 Revisado de Literatura

2.1 Probidticos

Probibticos sdo preparacbes que contem microrganismos vivos que quando
administrados em quantidades adequadas produzem beneficios a saude do
hospedeiro (FAO/WHO, 2002). Destacam-se como probidticos as bactérias acido
lacticas dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium, componentes da microbiota
intestinal de humanos e animais (GUARNER; MALAGELADA, 2003; HOLZAPFEL et
al., 2002). Espécies de leveduras principalmente Saccharomyces boulardii e
Saccharomyces cerevisiae (MCFARLAND, 2006) e de Bacillus sp. isolados da
natureza como Bacillus toyonensis, B. subtilis, B. coagulans, B. clausii, B.
megaterium, B. licheniformis (CUTTING, 2011; HONG; DUC; CUTTING, 2005).
Segundo a FAO/WHO (2002) os requisitos minimos necessarios para um
microrganismo obter o status de probiotico incluem a avaliagdo de sua identidade
(género, espécie e local de onde foi isolado); testes in vitro que demonstrem
resisténcia a acidez gastrica, acidos biliares, enzimas digestivas e atividade
antimicrobiana contra microrganismos potencialmente patogénicos; avaliacdo de
seguranca e estudos in vivo que comprovem os efeitos benéficos na saude do
hospedeiro.

Os mecanismos responsaveis pelos beneficios dos probidticos na saude do
hospedeiro ndo estdo totalmente elucidados e sdo alvo de vérios estudos. Os
principais mecanismos de acdo propostos incluem a alteracdo da microbiota
intestinal, fortalecimento da barreira epitelial do intestino, inibicdo da adesdo de
patégenos, exclusdo competitiva de microrganismos patogénicos, producdo de
substancias antimicrobianas e a modulagcdo do sistema imunolégico (BERMUDEZ-
BRITO et al., 2012).

Os probidticos podem ser usados como profilaticos, imunomoduladores e
promotores de crescimento, constituindo-se numa alternativa ao uso e antibidticos
na alimentacdo animal (DURAND & DURAND, 2010; COPPOLA & GIL-TURNES,
2004; KREHBIEL et al, 2003). Os probidticos apresentam potenciais
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beneficios na prevencéo de doencas e na terapéutica de cées e gatos, podendo ser
usados como estimulantes do sistema imunoldgico e no tratamento de doencas
gastrointestinais (WYNN, 2009). Além de haver um interesse crescente na utilizacao
destes microrganismos para o tratamento de doencas renais, urolitiase, infeccées no
trato urinario e alergias. Contudo estudos bem planejados usando um grande
namero de animais sdo necessarios para se entender melhor os beneficios dos
probiodticos na saude de cédes e gatos (CHANDLER, 2014).

Em ruminantes a suplementacdo com probidticos a base de leveduras pode
beneficiar o ecossistema microbiano do trato gastrointestinal melhorando a eficiéncia
da fermentagéo ruminal modulando as vias de fermentagdo microbiana (UYENO;
SHIGEMORI; SHIMOSATO, 2015). A suplementacdo de cordeiros com probioticos
Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium lactis e Bifidobacerium longum modula a
funcé@o imune e influencia na qualidade da carne (SANTILO et al., 2012). Ovelhas
suplementadas com B. subtilis e B. licheniformes apresentaram efeito benéfico sobre
a producéo de leite, aumento no teor de gordura e proteina do leite (KRITAS et al.,
2006). Cordeiros suplementados com o probidtico Enterococcus faecium
apresentaram maior peso corporal, maior ganho de peso diario e melhor conversao
alimentar (ANTUNOVIC et al., 2005). Em bezerros a suplementacdo com um
probidtico composto de uma associagdo de varios microrganismos estimulou o
aumento do ganho de peso nos animais suplementados e foi eficiente no controle de
diarreias (AVILA et al., 2000).

As bactérias formadoras de esporos pertencentes ao género Bacillus,
presentes na natureza e comumente isoladas do solo, estdo sendo amplamente
utilizadas como probiéticos na alimentacdo animal (HONG; DUC; CUTTING, 2005).
Entre as varias espécies deste género o B. toyonensis € especialmente adequado
para ser utilizado como probidtico porque é cultivado em meios de cultivo de baixo
custo, apresenta altas taxas de esporulacdo, resiste a temperatura de peletizacdo
permanecendo viavel as condicfes de transporte e armazenamento (GIL-TURNES,;
CONCEICAO; GIL DE LOS SANTOS, 2007).

Bacillus toyonensis é uma bactéria Gram positiva formadora de esporos. Foi
isolada do solo no ano de 1966 no Japao, primeiramente identificada como B.
cereus var. toyoi, recentemente, foi proposta como uma nova espécie do grupo B.
cereus com o nome de B. toyonensis (JIMENEZ et al., 2013). Bacillus toyonensis

nao é patogénico, ndo produz enterotoxinas e ndo € geneticamente modificado.
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Esporos vidveis deste microrganismo sdo utilizados na preparacdo do
TOYOCERIN®, uma apresentacdo comercial usada como probiético na alimentacéo
de suinos, bovinos, aves e coelhos em varios paises. Na Europa o uso deste
probiotico foi autorizado pela primeira vez no ano de 1994, se tornando o primeiro
microrganismo utilizado como suplemento na alimentacdo animal na Unido Européia
(WILLIAMS et al., 2009).

O probidtico B. toyonensis € usado como suplemento alimentar na criacao de
suinos, contribuindo para o maior ganho de peso, melhor conversdo alimentar,
diminuicdo da incidéncia de fezes liquidas e diarreias ap0s o desmame e menores
taxas de mortalidade em leitdes (TARAS et al., 2005; BAUM et al., 2002; ZANI et al.,
1998). Fémeas suinas suplementadas com esporos de B. toyonensis no final da
gestacdo apresentaram menor perda de peso durante a amamentacdo, melhores
paraméntros sanguineos, como o aumento do colesterol sérico e lipideos totais,
maior teor de gordura e proteina do leite. Em consequéncia disto, efeitos positivos
foram observados na saude e no desempenho dos leitbes. As fémeas
suplementadas durante a lactacdo foram menos acometidas pela sindrome da
mastite-metrite-agalaxia (STAMATI et al., 2006). Na dieta de leitdes apds o
desmame este probidtico protegeu contra patdégenos entéricos. Foi observado ainda
a diminuicdo no isolamento de bactérias patogénicas e o aumento de bactérias acido
laticas nas fezes dos animais (KANTAS et al., 2015).

Na avicultura os probidticos sdo usados como melhoradores de desempenho,
reduzem a ocorréncia de doencas bacterianas, controlam a colonizacdo do trato
intestinal por microrganismos patogénicos, diminuindo assim sua eliminagéo pelas
fezes (LUTFUL KABIR, 2009). A suplementacdo com probiéticos do género Bacillus
podem exercer efeito benéfico sobre a microbiota intestinal, a morfologia do intestino
e consequentemente melhorar o desempenho no crescimento e a taxa de conversao
alimentar (LEI et al., 2015). Frangos de corte que receberam na dieta B. subtilis
apresentaram melhor desempenho, melhores taxas de conversao alimentar e
alteracdo da microbiota cecal, sendo observada a diminuicdo dos microrganismos
patogénicos presentes nas fezes (LI et al., 2016). A suplementacdo na dieta de aves
com B. toyonensis reduziu a prevaléncia de Salmonella, aumentou a eficiéncia
alimentar e diminuiu o indice de mortalidade pela sindrome da ascite aguda (VILA et
al., 2009; GIL DE LOS SANTOS, 2005; CUEVAS et al., 2000).
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2.2 Resposta imune

A resposta imune pode ser dividida em dois tipos: a resposta imune inata que
reconhece o0s padrdes moleculares associados a patdégenos (PAMPs) de
microrganismos invasores e a resposta imune adaptativa que reconhece antigenos
especificos (LITMAN; RAST; FUGMAN, 2010). A resposta imune inata tem
primordial importancia no reconhecimento e eliminagdo de microrganismos
invasores. As principais células envolvidas na resposta imune inata sdo neutrofilos,
células natural killer (NK), eosinodfilos, basofilos, mondcitos, macrofagos e células
dendriticas (DCs). A funcdo das DCs encontra-se na fase intermediaria, entre a
resposta imune inata e adaptativa. Estas células capturam, processam e apresentam
os antigenos aos linfécitos T (KOENDERMAN; BUURMAN; DAHA, 2012). As células
da resposta imune inata detectam potenciais patbgenos através de seus receptores
de reconhecimento padrdo (PRRs), como os receptores toll-like (TLRs) que
reconhecem os PAMPSs presentes nos microrganismos invasores desencadeando o
inicio da resposta imune inata (KAWAI & AKIRA, 2011).

A resposta imune adaptativa € mediada pelos linfocitos T e B. O
desencadeamento da resposta imune adaptativa ocorre quando os linfécitos T
especificos para um antigeno s@o estimulados pelas células apresentadoras de
antigenos profissionais, as DCs, que fornecem os sinais estimuladores necessarios
para o desenvolvimento das funcdes efetoras. Os linfécitos B especificos para um
antigeno recebem sinais co-estimulatérios dos linfécitos T para desencadear o
processo de maturacdo de afinidade e a troca de isotipo de imunoglobulinas. As
interacBes entre DCs, linfocitos T e os linfécitos B e a sinalizacdo estimulada séo
importantes para inducédo de respostas imunes adaptativas efetoras (HAAN; ARENS;
ZELM, 2014). A ativacdo dos linfocitos T pelas DCs requer trés sinais: o
reconhecimento do antigeno pelo seu receptor de superficie, a estimulacdo da
expressdo de moléculas co-estimuladoras e a producdo de citocinas
(CURTSINGER; MESCHER, 2010).

As citocinas sdo pequenas proteinas produzidas e secretadas pelas células
do sistema imune que tem efeitos locais e sisttmicos e Sao essenciais no
desenvolvimento da resposta imune inata e adaptativa (BOULAY; O'SHEA; PAUL,
2003). As citocinas influenciam no desenvolvimento das subpopula¢cdes de linfécitos
T auxiliares em Thl, Th2, Thl7 ou Treg (MURPHY & REINER, 2002). Os linfocitos
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Thl atuam na resposta imune contra microrganismos intracelulares. Os macrofagos
ativados e DCs secretam interleucina 12 (IL-12) que estimula a producéo de grandes
quantidades de interferon y (IFN-y) e promove a diferenciacdo de linfocitos T virgens
em linfocitos Thl. O IFN-y também atua nos linfocitos B estimulando a producéo de
anticorpos e a mudanca de isotipos com propriedades opsonizantes (WAN &
FLAVEL, 2009). Os linfécitos Th2 estimulam rea¢gfes mediadas pela imunoglobulina
IgE e eosindfilos que controlam infecgBes por helmintos. A resposta Th2 é mediada
principalmente pela IL-4, que atua nos linfécitos B para a producéo de IgE e pela IL-
5 que ativa os eosindfilos (SPENCER & WELLER, 2010). Os linfécitos Thl7
secretam a IL-17 que recrutam neutréfilos para os locais de infeccdo. A resposta
Th1l7 induz inflamacéo neutrofilica que controla infecgcbes por bactérias e fungos
extracelulares (OUYANG; KOLLS; ZHENG, 2008). Os linfécitos Treg produzem as
citocinas IL-10 e o fator transformador de crescimento 3 (TGF-B) que blogqueiam a
ativacdo de linfocitos e macrofagos e inibem a producdo de IL-12, mantendo a
tolerancia imunologica (LEVINGS & RONCAROLO, 2000).

As superficies mucosas do corpo sdo as principais portas de acesso para
invasao de microrganismos patogénicos (BRANDTZAEG, 2009). Os tecidos linfoides
associados ao intestino (GALT) possuem os tipos celulares necessarios para o
desenvolvimento da resposta imune como macrofagos, DCs, linfocitos T e linfécitos
B e compreendem as placas de Peyer e os foliculos linfoides que séo ligados pelos
vasos linfaticos aos linfonodos mesentéricos (MOWAT, 2003). Na mucosa intestinal
0s antigenos podem interagir com as células do sistema imune através das células
especializadas multifenestradas (células M) que captam o0 microrganismo, por
endocitose ou fagocitose, e o transportam até as placas de Peyer (IWASAKI, 2007).
DCs podem capturar os antigenos do lumen intestinal ampliando seus processos
citoplasmaticos entre as juncdes do epitélio sem causar dano a sua integridade
(NIESS et al., 2005).

2.3 Modulacéo da resposta imune pelos probidticos

Os microrganismos probiéticos exercem efeito modulador na resposta imune.
Os probidticos tem a habilidade de interagir com células epiteliais intestinais (IECs),
células dendriticas, macrofagos e linfocitos (BERMUDEZ-BRITO et al., 2012). Na

mucosa intestinal do hospedeiro 0s microrganismos probioticos interagem
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diretamente com as IECs e com as DCs estimulando a funcéo intestinal e a resposta
imune inata e adaptativa. As IECs e as DCs reconhecem 0s microrganismos atraves
de seus PRRs, principalmente os TLRs (GOMEZ-LLORENTE; MUNOZ; GIL, 2010).
A resposta desencadeada pelas IECs depende do subtipo de células. As células de
Paneth produzem defensinas e as células caliciformes aumentam a producdo de
muco. As DCs respondem a interagcdo com 0s probiéticos com a producdo de
citocinas, moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) e
moléculas co-estimulatérias que polarizam as respostas dos linfocitos T auxiliares
em Thl, Th2, Treg e Thl7 (LEBEER; VANDERLEYDEN; KEERSMAECKER, 2010).

Os efeitos dos probidticos na modulagdo da resposta imune dependem do
microrganismo utilizado (HERICH & LEVKUT, 2002). Lactobacillus sp. e
Bifidobacterium sp. estimulam células mononucleares do sangue periférico (PBMCs)
de humanos a produzirem varias citocinas proé-inflamatorias, tais como: fator de
necrose tumoral a (TNF-a) e IFN-y, IL-10 e TGF-B que estimulam o desenvolvimento
de perfis de respostas imunes distintas (SOLIMAN et al., 2015). A administracdo oral
de Lactobacillus modula a secrec¢éo de citocinas TNF-a, IFN-y e IL-10 nas placas de
Peyer e aumenta a expressao TLRs melhorando a resposta imune de camundongos
contra Salmonella typhimurium (CASTILLO et al.,, 2011). Em camundongos a
suplementacdo com L. casei estimulou o aumento na atividade de células NK,
modulando os mecanismos da resposta imune inata (OGAWA et al., 2005;
MATSUZAKI, 2000).

Hourau et al. (2006) demonstraram que sobrenadante de -cultivo de
Bifidobacterium breve C50 pode induzir a maturacéo e aumento da sobrevivéncia de
DCs através da sinalizacdo de TLR2 e alta producéo de IL-10. Estas propriedades
de B. breve C50 sugerem o desenvolvimento de um perfil regulatério nas DCs sobre
respostas Thl e sobre a polarizacdo excessiva de respostas Th2 em individuos
atopicos. Bifidobacterium infantis inibiu a producédo de IL-17 e aumentou a de IL-27 e
IL-10, quando esplenécitos de camundongos eram estimulados com TGF-B e IL-6.
Estes resultados sugerem a funcdo moduladora deste microrganismo no tratamento
de doencas mediadas pelas respostas Th17 (TANABE et al., 2008).

Huang et al. (2008) estudaram a interacdo entre os esporos e o GALT de
camundongos, administrando pela via oral esporos de B. subitilis, B. licheniformis e
B. flexus na dieta destes animais. Foi observado o aumento da proliferacéo celular

nos centros germinativos das placas de Peyer, sugerindo que 0S esporos Sao
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capturados pelas células M e interagem com as APCs e os linfocitos nas placas de
Peyer, estimulando a resposta humoral e celular. Os esporos estimularam in vivo e
in vitro a expressao de genes de citocinas pro-inflamatérias como TNF-a e IL-6 pelos
esplendcitos e nodulos linfaticos mesentéricos. Em cultivos celulares de macrofagos
as células vegetativas de B. subtilis estimularam a expressdo de genes de
receptores TLR2 e TLR4.

Os efeitos moduladores dos probidticos na resposta imune vacinal foram
estudados através de experimentos com animais suplementados com probidticos e
vacinados com antigenos bacterianos e virais. Camundongos suplementados com o
probiotico B. toyonensis e vacinados com uma bacterina de Escherichia coli
mostraram maior soroconversdao em relacdo a animais que nao receberam a
suplementacdo (CONCEICAO et al., 2002). COPPOLA et al. (2005) estudaram o
efeito da suplementacdo com B. toyonensis e S. boulardii em camundongos
vacinados com uma bacterina de E. coli e com uma vacina replicante contra
parvovirus canino. Os animais suplementados com o0s probi6ticos apresentaram
maiores niveis de anticorpos, S. boulardii induziu uma maior soroconversdo a
bacterina, enquanto, B. toyonensis induziu maior soroconversao contra o0 parvovirus
canino.

A modulacdo da resposta imune pelo probiético Enterococcus faecium (SF68)
foi demonstrada em camundongos infectados experimentalmente com Giardia
intestinalis. Camundongos suplementados com o probidtico apresentaram aumento
nos niveis de anticorpos IgA nas fezes, IgG anti-Giardia no soro e aumento de
linfécitos T auxiliares nas placas de Peyer e no baco. Caes jovens suplementados
com E. faecium e vacinados com uma vacina atenuada contra o virus da cinomose
apresentaram maiores niveis de IgA e IgG especificos contra o virus. Estes
resultados sugerem que o probidtico E. faecium estimula a resposta imune sendo
sugerido seu uso na alimentacdo de caes (BENYACOUB, et al., 2003; 2005).

O probiético B. toyonensis promove efeitos benéficos na saldde de leitdes
aumentando a imunidade intestinal, foi observado uma maior populagéo de linfécitos
T e a diminuicdo da ocorréncia de diarreias causadas por E. coli patogénica
(SCHAREK et al.,, 2007). Leitdes suplementados com B. toyonensis e vacinados
com dois antigenos inativados (Influenza e Mycoplasma) apresentaram aumento de
populacbes de PBMCs, linfocitos T auxiliares e linfocitos T citotdxicos e maiores

niveis de anticorpos contra os dois antigenos (SCHIERACK et al., 2007). Em fémeas
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suinas a suplementacdo com este probidtico reverteu parcialmente a supressao do
sistema imune durante a gestacao (SCHIERACK et al., 2009).

Camundongos suplementados com a levedura S. boulardii, e vacinados com
uma vacina inativada contra BoHV-5 apresentaram um aumento significativo nos
niveis de anticorpos em relagdo a animais ndo suplementados. Mesmo apos a
suspensao da suplementacdo com o probidtico, os titulos de anticorpos continuaram
significativamente maior. Esplendcitos dos animais suplementados apresentaram
maior expressado de RNA mensageiro (RNAm) de IL-10. Esplendcitos de animais nao
suplementados quando estimulados com células de S. boulardii, DNA e
sobrenadante de cultivo também apresentaram maior expressdo de RNAm de IL-10,
sugerindo gque esta citocina exerce papel ha modulacdo da resposta mediada pelo
probiotico (ROOS et al., 2009).

O efeito imunomodulador de B. toyonensis e S. boulardii também foi
observado em ovinos que receberam uma vacina contra BoHV-5 e contra uma
bacterina de E. coli, ambos os probi6ticos incrementaram a resposta imune humoral
dos animais. Saccharomyces boulardii induziu maior soroconversao a bacterina (E.
coli), enquanto, B. toyonensis induziu maior soroconversdo contra BoHV-5.
Sugerindo que o efeito modulador na resposta imune pode depender das
caracteristicas do probiético e do tipo de antigeno administrado (ROOS et al., 2010).

Camundongos vacinados com uma vacina experimental inativada contra
BoHV-5 e suplementados com B. toyonensis, apresentaram niveis de I1gG
aumentados, expressao de RNAm de IFN-y, IL-12 e IL-10. Apés a suspensédo da
suplementacao com probiético, animais que receberam uma terceira dose da vacina
apresentaram niveis de IgG maiores que 0s nhao suplementados. O efeito
imunomodulador de B. toyonensis pode ocorrer no momento da primeira
sensibilizacdo com o antigeno vacinal. Este efeito pode ser mediado pelas células
de memodria que vao responder de forma mais eficiente a subsequentes encontros
com o antigeno. A suplementacdo com B. toyonensis pode ser um método potencial
para aumentar a eficacia de vacinas através da modulagdo da resposta imune
mediada por este probidtico (ROOS et al., 2012).

O probidtico S. boulardii apresentou efeitos positivos em camundongos
infectados experimentalmente com Toxocara canis. Saccharomyces boulardii
reduziu a intensidade da infeccdo em camundongos com toxacariase (AVILA et al.,

2012). Um estudo in vitro mostrou que o efeito protetor ndo € causado pela acao
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direta do microrganismo sobre as larvas do parasito, sugerindo que a interagdo com
a mucosa intestinal é necessaria para o desenvolvimento do efeito protetor de S.
boulardii (AVILA et al., 2013). A suplementacdo de camundongos com S. boulardii
promoveu modulacdo na expressao das citocinas IL-12, IL-17 em camundongos
infectados por T. canis. O efeito protetor de S. boulardii observado sugere que
ocorre a estimulacdo de células que atuam na imunidade inata modulando a
expressao das citocinas IL-12, IL-17 e IFN-y (AVILA, 2013).

2.4 Bacillus sp. como adjuvantes de vacinas

Os adjuvantes séo definidos como agentes que estimulam o sistema imune,
aumentam, modulam e prolongam a imunogenicidade dos antigenos co-
administrados, aumentando assim a eficacia da vacina (REED et al., 2008). Os
adjuvantes sdo considerados compostos heterogéneos que atuam como sistemas
de entrega de antigeno, agregando e controlando a liberacdo do antigeno de forma
lenta para serem apresentados pelas APCs, tais como 0s sais minerais, emulsdes e
lipossomas. Podem ainda atuar como imunopotencializadores ativando e
potencializando a resposta imune inata através dos PRRs, como por exemplo, as
citocinas, saponinas e agonistas de receptores TLRs (MONTOMOLI et al., 2011,
PASHINE; VALIANTE; ULMER, 2005; O'HAGAN & VALIANTE, 2003).

Estudos tem demonstrado o potencial de Bacillus firmus como adjuvante de
mucosa de vacinas virais. Bacillus firmus ndo é patogénico, ndo produz esporos e
tem propriedades imunomoduladoras (ZIDEK et al, 1998; PROKESOVA et al., 1994;
MARA et al., 1992). Bactérias vivas e inativadas administradas em pequenas e altas
doses a camundongos foram bem toleradas. O efeito imunomodulador de B. firmus
na formacao de anticorpos € antigeno especifico, quando administrado pelas vias
intranasal e intratraqueal (MLCKOVA et al., 2001; PROKESOVA et al., 1998).
Camundongos vacinados com virus Influenza inativado associado com B. firmus
como adjuvante de mucosa demonstraram niveis aumentados de IgM, IgG e IgA
(Peter et al., 2008). Este microrganismo como adjuvante de mucosa promoveu
elevados niveis de expressdo dos genes das citocinas IFN-y, IL-6 e IL-10 e
interferon de tipo | em camundongos imunizados com o virus influenza tipo A
inativado, sugerindo seu potencial em estimular a resposta imune inata e adaptativa
(ZANVIT et al., 2010).
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Esporos de B. subtilis apresentam potencial como adjuvante de vacinas.
Barnes et al. (2007) demonstraram que esporos deste microrganismo podem ser
usados como adjuvantes de vacinas de mucosa e administrados pela via parenteral
sem a necessidade de conjugacdo quimica do esporo com 0 antigeno. Antigenos
proteicos podem ser adsorvidos na parede dos esporos em condi¢cdes de baixo pH
por interagBes hidrofoébicas e eletrostaticas entre 0 esporo e 0 imundogeno.
Camundongos imunizados pela via oral e nasal com antigenos adsorvidos a esporos
de B. subtilis tornaram-se protegidos contra o desafio com a toxina do tétano e com
a toxina alfa de Clostridium perfringens (HUANG et al., 2010).

Souza et al. (2014) demonstraram que a co-administracdo de esporos de B.
subtilis com a proteina recombinante p24 gag de HIV estimulou a imunogenicidade
do antigeno, promovendo aumento de anticorpos ap6s a administracdo em
camundongos pela via subcutanea. No estudo in vitro 0s esporos promoveram a
ativacdo de APCs e aumento de expressdo de MHC e CD40. Os esporos
estimularam o aumento da secrecdo de citocinas pro-inflamatoérias pelas DCs
murinas. Além disso, estudos in vivo indicaram um papel direto da imunidade inata
nas propriedades imunomoduladoras dos esporos, pois linhagens de camundongos
knockout MyD88 e TLR2 apresentaram auséncia de efeitos adjuvantes mediados
pelos esporos. O efeito adjuvante dos esporos € mediado pela via de sinalizagédo
gue utiliza a molécula adaptadora MyD88, e possivelmente pelo reconhecimento do
peptidoglicano via TLR2.

Recentemente Aps et al. (2015) mostraram que esporos de B. subtilis podem
ser utilizados também como adjuvante de vacina de DNA. Um estudo in vitro
demonstrou que os esporos de B. subtilis promoveram a ativacdo de DCs e
induziram a migracdo de células pro-inflamatoérias apds a administracdo parenteral
em camundongos. Camundongos imunizados com a vacina de DNA, que codifica a
proteina E7 do papilomavirus humano tipo 16, quando co-administrada com esporos

tiveram maior ativacao de linfécitos T CD8+ antigenos especificos.
2.5 Glicoproteina D de herpesvirus bovino tipo 5
A glicoproteina D (gD) esta presente no envelope viral do herpesvirus bovino

tipo 1 (BoHV-1) e herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5), que sdo importantes
patogenos de bovinos (ENGELS; ACKEMANN; 1996; VOGEL et al., 2003). A gD de
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BoHV-5 é essencial para a ligacdo e penetracdo do virus nas células permissivas,
sendo um dos principais alvos da resposta imune do hospedeiro induzindo uma forte
resposta imune humoral e celular durante a infeccdo (DUMMER; LEITE; VAN
DRUNET DEN HURK, 2014). Nas células do hospedeiro a gD se liga nos receptores
das familias do fator de necrose tumoral, como o nectin 1 e nectin 2 (GERAGHTY et
al., 2000; MONTGOMERY et al., 1996).

A gD é importante na neutralizacéo viral e na geracdo da resposta imune, &
alvo das células NK, pois é uma das primeiras proteinas a serem expostas na
membrana plasmética da célula infectada (BABIUK, 2003). Anticorpos anti-gD
podem estimular a citotoxidade celular mediada por anticorpo (ADCC). O papel da
gD no estégio inicial da infeccdo pelo BoHV-1 e BoHV-5 e a sua abundancia no
envelope viral faz dela um importante alvo para a resposta imune do hospedeiro
(BABIUK; DEN HURK; TIKOO,1996).

Dummer et al. (2009) relataram a expressao da gD recombinante (rgD) de
BoHV-5 na levedura metilotréfica Pichia pastoris e demonstraram a sua
antigenicidade e imunogenicidade. Além disso, a rgD conserva propriedades
similares a gD nativa de BoHV-5. A glicoproteina D recombinante de BoHV-5
guando associada com adjuvantes oleosos induziu anticorpos neutralizantes contra
o virus em camundongos (DUMMER et al., 2014) e em bovinos (ARAUJO, 2014).
Anticorpos neutralizantes contra o virus constituem umas das mais importantes
correlagdes da protecdo clinica contra BoHV-1 e BoHV-5. Assim a construcdo de
uma vacina recombinante formulada com um adjuvante que estimula o
desenvolvimento de uma resposta imune balanceada pode induzir uma forte
resposta imune humoral e celular (DUMMER; LEITE; VAN DRUNET DEN HURK,
2014).



3 Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Estudar o efeito imunomodulador de Bacillus toyonensis em camundongos

vacinados com a glicoproteina D recombinante de herpesvirus bovino tipo 5.

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar a modulacédo da resposta imune nos camundongos vacinados contra
BoHV-5 e suplementados com o probiético Bacillus toyonensis em dois periodos

diferentes;

Avaliar o efeito imunoldgico dos esporos viaveis de Bacillus toyonensis

inoculados pela via subcutanea simultaneamente a vacina;

Avaliar o efeito imunoldgico dos esporos inativados de Bacillus toyonensis

inoculados pela via subcutanea simultaneamente a vacina;

Avaliar o efeito imunolégico dos esporos viaveis e inativados de Bacillus

toyonensis associado ao antigeno vacinal.



4 Material e Métodos

4.1 Producdao do probidtico

O probidtico B. toyonensis utilizado neste experimento pertence a colecdo de
microrganismos do Laboratorio de Microbiologia do Nucleo de Biotecnologia da
Universidade Federal de Pelotas (UFPel). O microrganismo foi semeado em meio
Brain Heart Infusion Agar (Agar BHI, Acumedia), incubado a 37 °C durante 24 horas.
ApOs o crescimento de colbnias isoladas, foram inoculadas 3-5 col6nias em
Erlenmeyers de 500mL, contendo 100mL de meio Brain Heart Infusion Broth (caldo
BHI, Acumedia). Estes foram incubados em agitador orbital a 200rpm,
permanecendo de 16 a 18 horas. Os cultivos serviram de inéculo para biorreator
contendo 3,5 L de meio NYSM (YOUSTEN, 1984). As condi¢cbes do processo de
fermentacao foram controladas, o fornecimento de ar foi mantido entre 0,5 (v/v) a 1,5
(v/v) para que durante o processo fosse obtido aproximadamente 80% de oxigénio
dissolvido no meio. A agitacdo foi mantida a 300rpm e a temperatura a 37 °C
durante 96 horas, sem ajuste de pH durante o processo.

No final das 96 horas ou quando 90% das bactérias haviam esporulado, o
cultivo foi centrifugado, em centrifuga Sorvall® RC™, a 5000 x g durante 20 minutos
a 4 °C e concentrado a um volume de 500mL. A suspencao final foi aquecida 80 °C
em banho maria durante 15 minutos para eliminar as formas vegetativas da bactéria.
A concentracdo de B. toyonensis obtida nestes experimentos foi de
aproximadamente 2X10” UFC/mL. O controle de pureza foi realizado em todas as
etapas do processo por esfregaco bacteriano utilizando a coloracdo de Gram e
através de semeadura por esgotamento em agar BHI.

O probidtico B. toyonensis foi adicionado na ragdo comercial isenta de
quimioterapicos (Nuvilab® CR-1, Nuvital Nutrientes S/A) oferecida aos
camundongos. A racéo foi previamente triturada, em triturador de alimentos TR002
(MVithory LTDA-ME), e adicionado 1x10° UFC de B. toyonensis por kg de racéo, foi
realizada a homogeneizacdo e os pellets preparados e mantidos em estufa de

circulacao de ar durante 72 horas a temperatura de 40 °C. A racdo foi armazenada a
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temperatura ambiente até o momento da administragdo aos animais. O titulo do
probidtico na racdo foi em média de 1x10° esporos viaveis de B. toyonensis grt. A
titulacdo da racao foi realizada semanalmente pela técnica de diluicdo seriada e
semeadura em agar BHI para confirmar a permanéncia do titulo do microrganismo

na racao.

4.2 Animais

Foram utilizados 56 camundongos Swiss, fémeas de 4 a 6 semanas de idade,
provenientes do Biotério Central da UFPel. Os animais foram alojados em gaiolas de
polipropileno de 414X344X168mm autoclavaveis (ALESCO, Brasil), sem restricdo de
alimentacdo ou agua. Todos os procedimentos realizados estdo de acordo com as
diretrizes do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e aprovados
pela Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal da UFPel (projeto nimero
1981).

4.3 Suplementacgédo dos animais

Os animais foram divididos aleatoriamente em oito grupos experimentais, com
sete camundongos em cada grupo, denominados rgD+PBS, rgD+AI(OH)s, B.t
integral, B.t 7dias, Esp vivo s.c., Esp inat s.c., Esp vivo+rgD, Esp inat+rgD. A tabela
1 apresenta a distribuicdo dos grupos experimentais. Os camundongos comecaram
a receber a ragcdo com ou sem adicdo do probidtico sete dias antes do inicio do
experimento para a adaptacdo a respectiva racdo. O grupo B.t integral recebeu a
suplementacdo com o probiético durante todo o periodo do experimento. O grupo B.t
7dias recebeu a suplementacdo com o probibtico durante sete dias, antes de
receber a primeira dose da vacina. O grupo Esp vivo s.c. recebeu 2x10° UFC de
esporos viaveis de B. toyonensis pela via subcutanea (s.c.) simultaneamente a
vacina. O grupo Esp inat s.c. recebeu 2x10% UFC de esporos de B. toyonensis
inativados (durante 20 minutos a 121 °C) pela via s.c. simultaneamente a vacina. O
grupo Esp vivo+rgD recebeu 2x10° UFC de esporos viaveis de B. toyonensis
associado com o antigeno vacinal. O grupo Esp inat+rgD recebeu 2x10° UFC de
esporos de B. toyonensis inativados associado com o antigeno vacinal. Os grupos

rgD+AI(OH)s, rgD+PBS foram os controles ndo receberam suplementagdo nem
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inoculacdo pela via s.c. de esporos de B. toyonensis. A figura 1 mostra o

delineamento experimental.

Tabela 1 — Distribuicdo dos grupos experimentais utilizados no trabalho

Grupo Probiético Periodo de Vacina
suplementacéo
rgD+PBS Sem suplementacao rgD+PBS
rgD+AI(OH)s Sem suplementagéo rgD+AI(OH)s
B.t integral Com suplementacao Integral rgD+AI(OH)s
B.t 7dias Com suplementacao -7 ao 0 dia rgD+AI(OH)s
Esp vivo s.c. 2x103 UFC esporos vivos DiaOe 21 rgD+AI(OH)s
Esp inat s.c. 2x103 UFC esporos inativ. DiaOe?21 rgD+AI(OH)s
Esp vivo+rgD rgD+Esp vivo
Esp inat+rgD rgD+Esp inat
l B.t integral l
|
| |
| | | |
| I | |
7 o Espvivos.c. 21 Espvivos.c. 42
Espinat s.c. Esp inat s.c.
B.t 7dias

Figura 1 — Delineamento experimental. A linha escura representa o periodo do experimento em dias.
O dia zero foi estabelecido como o dia da primeira vacinacdo. As setas vermelhas indicam os dias
das vacinacdes. As setas amarelas indicam o dia das inoculagdes de B. toyonensis nos grupos Esp
vivo s.c. e Esp inat s.c. As chaves indicam o periodo de suplementacdo com o probidtico nos grupos
B.t integral (azul) e B.t 7 dias (verde).

4.4 Vacinas

As vacinas foram formuladas utilizando a glicoproteina D recombinante (rgD)
de herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5) expressa na levedura Pichia pastoris
(DUMMER et al., 2009). Para formular a vacina foi utilizado 40ug de rgD por dose
em solucéo salina fosfatada (PBS) e adsorvidas em 10% de Hidroxido de Aluminio
(Al(OH)3) como adjuvante. Para preparar a dose do antigeno associado com esporos
viaveis foi utilizado 40ug de rgD associada com 104 UFC/mL de esporos viaveis de
B. toyonensis. Para preparar a dose do antigeno adicionado com esporos inativados,
uma suspenséo contendo 2x10% UFC de esporos vidveis foi autoclavada a 121°C
durante 20 minutos e depois associada com 40ug de rgD. Foram administradas duas
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doses de vacina, contendo volume de 200uL, pela via s.c. no dia 0 e 21 do

experimento.

4.5 Coleta de sangue

As amostras de sangue dos camundongos foram colhidas a partir do seio
venoso retro orbital nos dias 0, 14, 28 e 42 do experimento. Apds a coleta as
amostras de sangue foram centrifugadas e o soro separado, identificadas
individualmente e armazenados a — 20 °C até o momento de realizagdo das

analises.

4.6 Ensaio imunoenzimético (ELISA)

O ELISA indireto foi realizado segundo Dummer et al. (2014) com
modificacdes. Os soros foram testados para IgG total, IgG1 e IgG2a. As analises
foram realizadas com soro animal individual de cada grupo e com o pool dos soros
dos animais de cada grupo, coletados nos dias 0, 14, 28 e 42 do experimento. Nas
analises com soro individual estes foram diluidos 1:400. Para realizar a titulacéo, as
amostras de soro em pool do dia 42 foram diluidas em série na base 2 iniciando em
1:100 até 1:102.400. Placas de microtitulacdo de 96 pocos foram sensibilizadas com
25ng de rgD por poco, permanecendo durante a noite a 4 °C. As placas foram
lavadas trés vezes com 200uL por poco de PBS (pH 7,4) contendo 0,05 % de Tween
20 (PBS-T). Posteriormente foram adicionados 100uL por poco de cada amostra de
soro diluida 1:400 em PBS-T e as placas foram incubadas durante 1 hora, a 37 °C.
Apos trés lavagens com 200 uL de PBS-T por poco, foi adicionado 100uL por poco
de conjugado de anticorpos IgG anti-mouse (Sigma-Aldrich, SP) diluido 1:4.000 em
PBS, seguido por incubacédo a 37 °C durante 1 hora e meia. ApGs cinco lavagens
nas mesmas condicfes anteriores, foi adicionado 100 pL por po¢o de solucdo de
revelacdo (10mL de tampao para substrato, 0,004g de Ortho-Phenylenediamine
(OPD) e 15uL de H202) deixando reagir por 15 minutos no escuro a temperatura
ambiente. A reacao foi interrompida adicionando-se 50 pL por pogo de H2SO4 2N. As
absorbancias foram medidas a 492 nm usando-se um leitor de microplacas
(Thermoplate, SP, Brasil). Os resultados da titulagdo foram expressos como o

reciproco da diluicAo mais elevada, que resultou em absorbancias de trés desvios
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padréo acima do valor do soro controle negativo. Para isotipagem de IgG1 e 1gG2a,
foram utilizados pools de soros dos grupos experimentais diluidos 1:2.000. A técnica
foi realizada de acordo com as instrucdes do kit de isotipagem (Sigma — Aldrich). Os
resultados foram expressos como a meédia das absorbancias obtidas das amostras

em triplicata.

4.7 Soroneutralizacdo

As amostras de soros dos grupos experimentais foram testadas para a
presenca de anticorpos neutralizantes contra o BoHV-5 através da técnica de
soroneutralizagao (SN), segundo Fischer et al. (2007). Um pool dos soros de cada
grupo foi diluido em série na base 2, iniciando em 1:2 até 1:256 em meio essencial
minimo (MEM). Em seguida, 25pL de cada diluicdo foram distribuidos em placas de
poliestireno de 96 orificios. Apos a distribuicdo do soro diluido em cada orificio,
foram adicionados 25uL de uma suspensdo de virus BoHV-5 contendo 100
CCID50%, seguido de incubacao durante 1 hora a 37 °C em estufa com 5% de COe..
Em seguida, foram adicionadas 3X10* células MDBK por orificio. As microplacas
foram novamente incubadas durante 72 horas. A presenca de anticorpos
neutralizantes resultou na auséncia de efeito citopatico. Os titulos de anticorpos
foram calculados pelo método estatistico de Behrens e Kérben e expressos como o

reciproco da diluicdo mais elevada capaz de neutralizar 100 CCID50% do virus.

4.8 Analise estatistica

Os dados foram analisados com auxilio do programa estatistico GraphPad
prism 5.03 (GraphPad Software, CA, USA). As triplicatas das absorbéncias dos
soros dos animais de cada grupo experimental, obtidas pelo ELISA indireto, foram
submetidas a andlise de variancia (two-way ANOVA). As diferencas entre as médias
de absorbancias foram analisadas pelo teste de Bonferroni (Bonferroni posttest) e

considerou-se que houve a diferenga entre médias quando p<0,05.



5 Resultados

Os animais de todos os grupos responderam a vacina com a producao de
anticorpos. A Figura 2 mostra a dindmica dos niveis totais de IgG nos grupos. Os
grupos experimentais suplementados com B. toyonensis (B.t integral, B.t 7dias, Esp
vivo s.c., Esp inat s.c.) apresentaram niveis de IgG superiores (p<0,05) quando
comparados aos grupos nao suplementados (rgD+PBS, rgD+AI(OH)3) nos dias 28 e
42 do experimento, demonstrando a modulacédo da resposta imune humoral mediada
pelo probidtico. Os animais que receberam a suplementacdo com o probiotico
durante o periodo integral do experimento apresentaram niveis de IgG mais
elevados quando comparados aos outros grupos (Figura 2A). Quando se avaliou o
periodo de suplementacdo na modulacdo da resposta imune humoral, observou-se
que os animais suplementados com o probiotico durante sete dias antes da primeira
dose da vacina mostraram niveis de IgG maiores quando comparados aos nao
suplementados, porém, quando comparados aos animais suplementados no periodo
integral apresentaram niveis de anticorpos menores (Figura 2B). Os grupos
experimentais que receberam, respectivamente, a inoculacdo de 2x10° UFC de
esporos vivos (Esp vivo s.c.) e de esporos inativados (Esp inat s.c.) pela via s.c.
simultaneamente a vacina, apresentaram niveis superiores de IgG quando
comparados aos grupos ndo suplementados, porém, apresentaram resultados
inferiores (p>0.05) aos animais suplementados com o probiético no periodo integral.
N&o houve diferenca nos niveis de IgG entre o grupo que recebeu a inoculacao de
esporos Vvivos e 0 que recebeu a inoculacdo de esporos inativados (Figura 2C). Os
grupos experimentais (Esp vivo+rgD e Esp inat+rgD) que receberam,
respectivamente, associacdo do antigeno vacinal com 2x10% UFC de esporos vivos e
de esporos inativados apresentaram niveis de IgG menores quando comparados
aos grupos suplementados com o probidtico e ao grupo ndo suplementado que

recebeu a rgD com o adjuvante Al(OH)s (Figura 2D).
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Figura 2 — Dinamica dos niveis totais de IgG em camundongos vacinados com a rgD de BoHV-5 e
suplementados com B. toyonensis. Os dados representam as médias (+ erro padrdo da média) dos
valores de absorbéancias obtidas pelo ELISA indireto dos soros coletados nos dias 14, 28 e 42. (A)
Niveis de IgG dos grupos experimentais rgD+PBS, rgD+Al(OH)s e B.t integral. (B) Niveis de IgG dos
grupos experimentais rgD+AI(OH)s, B.t 7dias e B.t integral. (C) Niveis de IgG dos grupos
experimentais rgD+AI(OH)s, Esp vivo s.c., Esp inat s.c. e B.t integral (D) Niveis de IgG dos grupos
experimentais rgD+AI(OH)s, Esp vivo+rgD, Esp inat+rgD e B.t integral. As letras iguais significam que
nao ha diferencga estatistica (p>0,05) e letras diferentes significam diferenca estatistica (p<0,05) entre
0s grupos pelo teste two-way anova seguido pelo teste de Bonferroni nos dias 14, 28 e 42 do
experimento.

Na titulacdo dos niveis totais de IgG no dia 42, todos o0s animais
suplementados com B. toyonensis apresentaram titulos de IgG superiores em
relacdo aos animais ndo suplementados. A figura 3 mostra a dinamica da titulagéo
dos niveis totais de 1gG, ou seja, a maior diluigdo do soro na qual ainda foram
detectados anticorpos anti-rgD. Animais suplementados com o probiético durante o
periodo integral apresentaram titulos de anticorpos (51200) quatro vezes maiores
quando comparados aos animais nao suplementados (Figura 3A). Quando se
avaliou a suplementacdo com o probiético durante sete dias antes da primeira dose

da vacina observou-se que este grupo apresentou titulos (25600) duas vezes
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maiores em relagdo aos animais nao suplementados (Figura 3B). Os animais que
receberam a inoculacdo de 2x10° UFC de esporos vivos (Esp vivo s.c.)
simultaneamente a vacina apresentaram titulos (51200) quatro vezes maiores
qgquando comparados aos animais nao suplementados, este grupo experimental
obteve titulos iguais ao grupo suplementado com o probiético durante o periodo
integral. Os animais que receberam a inoculacdo de 2x10° UFC de esporos
inativados (Esp inat s.c.) apresentaram titulos (25600) duas vezes menores quando
comparados aos animais que receberam a inoculacdo de esporos vivos (Figura 3C).
Os animais que receberam, respectivamente, a associacado da rgD com 0s esporos
vivos e inativados (Esp vivo+rgD e Esp inat+rgD) apresentaram titulos (3200/1600)
menores que 0S grupos suplementados com o probidtico e ao grupo nao

suplementado que recebeu a rgD com o adjuvante Al(OH)s (Figura 3D).
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Figura 3 — Titulacdo dos niveis totais de IgG em camundongos vacinados com a rgD de BoHV-5 e
suplementados com B. toyonensis. Os dados representam as médias (+ E.P.M) dos valores
expressos como a maior diluicdo dos soros obtida pelo ELISA indireto do dia 42 do experimento. (A)
Niveis de IgG dos grupos experimentais rgD+PBS, rgD+Al(OH)s e B.t integral. (B) Niveis de IgG dos
grupos experimentais rgD+AI(OH)3, B.t 7dias e B.t integral. (C) Niveis de IgG dos grupos
experimentais rgD+AI(OH)s, Esp vivo s.c., Esp inat s.c. e B.t integral. (D) Niveis de IgG dos grupos
experimentais rgD+AIl(OH)s, Esp vivo+rgD, Esp inat+rgD e B.t integral.

O perfil de isotipos IgG foi determinado nos dias 28 e 42 do experimento. A
figura 4 mostra o perfil de isotipos de imunoglobulinas IgGl e IgG2a. Todos os
animais suplementados com B. toyonensis apresentaram maiores niveis de IgG1l e
IgG2a quando comparados aos animais nao suplementados (p<0,05). Foi observada
uma tendéncia de aumento dos niveis tanto IgG1 quanto de IgG2a do dia 28 para o
dia 42 (Figura 4A e 4B).
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Figura 4 — Perfil de isotipos de imunoglobulinas em camundongos vacinados com a rgD de BoHV-5 e
suplementados com B. toyonensis. Os dados representam as médias (+ E.P.M) dos valores de
absorbancias obtidas pelo ELISA indireto dos soros coletados dos animais nos dias 28 e 42 do
experimento (A) Niveis de IgGl. (B) Niveis de 1gG2a dos grupos experimentais rgD+PBS,
rgD+AI(OH)3, B.t integral, B.t 7dias, Esp vivo s.c., Esp inat s.c., Esp vivo+rgD, Esp inat+rgD. As letras
iguais significam que ndo ha diferenga estatistica (p>0,05) e letras diferentes significam diferenca
estatistica (p<0,05) entre os grupos nos dias 28 e 42. O asterisco representa diferenca estatistica
(p<0,05) nos niveis de IgG1l e IgG2a entre o dia 28 e o dia 42 do experimento pelo teste two-way
anova seguido pelo teste de Bonferroni.
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A modulacdo da resposta imune mediada pelo probiético também foi
observada nos titulos de anticorpos neutralizantes contra BoHV-5. A tabela 2
apresenta o0s titulos de anticorpos neutralizantes nos grupos experimentais
determinados no dia 28 e 42 do experimento. O grupo experimental nao
suplementado com o probidtico que recebeu a rgD com PBS nao apresentou
anticorpos neutralizantes. O grupo vacinado com a rgD e o adjuvante AI(OH)s
apresentou titulo 4 no dia 28 mantendo o mesmo titulo no dia 42. Foi observado que
a suplementacdo com o probiodtico durante o periodo integral estimulou a producéo
de titulos de anticorpos iguais aos titulos estimulados pela inoculacdo dos esporos
vivos simultaneamente a vacina nos dias 28 e 42 (16 e 32, respectivamente). Os
titulos de anticorpos nos animais suplementados no periodo de sete dias antes da
primeira dose da vacina foram similares aos dos animais que receberam inoculacéo
de esporos inativados simultaneamente a vacina nos dias 28 e 42 (4 e 8,
respectivamente). A associacdo da rgD com 0s esporos vivos ou inativados nao

estimulou a producédo de anticorpos neutralizantes contra o BoHV-5.

Tabela 2 — Titulos de anticorpos neutralizantes em camundongos vacinados com a rgD de BoHV-5 e
suplementados com B. toyonensis. Os dados representam os titulos de anticorpos neutralizantes
contra BoHV-5 determinados pela técnica de soroneutralizacdo dos soros do dia 28 e 42 do
experimento.

Grupos Experimentais  Titulos de anticorpos neutralizantes

Dia 28 Dia 42
rgD+PBS 0 0
rgD+AI(OH)s 4 4
B.t integral 16 32
B.t 7dias 4 8
Esp vivo s.c. 16 32
Espinat s.c. 4 8
Esp vivo+rgD 0 0

Esp inat+rgD 0 0




6 Discusséao

Neste trabalho observamos o efeito modulador de B. toyonensis na resposta
imune de camundongos vacinados com a rgD de BoHV-5, suplementando na
alimentacdo em dois periodos diferentes e administrando via s.c. simultaneamente a
vacina. Este microrganismo € utilizado ha varias décadas como probiético na
alimentacdo animal melhorando a eficiéncia alimentar e provendo beneficios a
salde animal (GIL-TURNES; CONCEICAO; GIL DE LOS SANTOS, 2007).

Camundongos vacinados com uma bacterina tetravalente de E. coli, este
probidtico estimulou um aumento significativo nos niveis de IgG, quando
comparados aos camundongos nao suplementados, demonstrando-se como
adjuvante da imunidade humoral (CONCEICAO et al., 2002). Coppola et al. (2005)
observaram que a suplementacdo com B. toyonensis induziu soroconversées mais
altas em camundongos vacinados com uma vacina contra 0 parvovirus canino, em
relacdo aos animais nao suplementados, estimulando o prosseguimento dos estudos
com probidticos como imunomoduladores em outras espécies animais.

No presente trabalho todos os grupos experimentais suplementados com B.
toyonensis apresentaram niveis de IgG aumentados quando comparados aos
grupos nao suplementados, demonstrando a modulacao da resposta imune humoral
mediada pelo probidtico (Figura 2A). Resultados similares foram descritos em
camundongos que receberam este probiético na alimentacéo e foram vacinados com
uma vacina experimental inativada contra BoHV-5 (ROOS et al., 2012). A modulacao
imunologica mediada por este probidtico foi observada em outras espécies animais
como suinos e ovinos. Em leitdes vacinados com vacinas inativadas contra
Mycoplasma e Influenza, a suplementacdo com B. toyonensis estimulou 0 aumento
dos titulos de anticorpos e de populagdes de linfécitos (SHIERACK, et al., 2007). Em
cordeiros suplementados com este probidtico e vacinados com uma vacina inativada
contra BoHV-5 e com a E. coli K88ab observou-se um incremento da resposta imune
humoral com o aumento de titulos de anticorpos contra ambos os antigenos (ROOS
et al., 2010).
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Quando foi avaliado o periodo da suplementacdo na modulacdo da resposta
imune dos animais que receberam o probidtico durante sete dias antes de receber a
primeira dose da vacina, este grupo apresentou niveis de IgG maiores quando
comparados aos nao suplementados (Figura 2B). Esta observacdo sugere que o
probiodtico é capaz de modular a resposta imune mesmo quando ndo € administrado
de forma continua aos animais. ROOS et al. (2012) sugeriram que o efeito
imunomodulador de B. toyonensis pode ocorrer no momento da primosensibilizacéo,
durante o primeiro contato com o0 antigeno na primeira dose da vacina, e que este
efeito poderia ser mediado pela estimulacdo de células de memdéria que respondem
de forma mais eficiente a encontros subsequentes com o antigeno. A partir de
nossos resultados podemos sugerir que a suplementacdo com o microrganismo no
momento da primeira dose da vacina é importante na modulacao da resposta imune
contra o antigeno, resultando em niveis de IgG superiores aos animais nao
suplementados, confirmando o efeito imunomodulador do probidtico.

Neste trabalho os animais receberam o probidtico na quantidade 1x10°
esporos viaveis de B. toyonensis gr! de racdo. Na mucosa intestinal estes esporos
podem germinar tornando-se células bacterianas vidveis (CASULA & CUTTING,
2002). Bacillus toyonensis possui na constituicdo da sua parede celular
peptidoglicano e &cido lipoteicoico que podem ser reconhecidos como PAMPs pelos
receptores TLR2 e TLR4 das DCs presentes nos tecidos linfoides associados a
mucosa intestinal promovendo a maturacdo e a expressdo de moléculas co-
estimuladoras nas DCs (LEEBER; VANDERLEYDEN; DE KEERSMAECKER, 2010).
As DCs maturadas realizam a ativacao de linfécitos T e a producao de citocinas que
vao caracterizar a resposta imune desenvolvida. As DCs maturadas podem estimular
a resposta imune sistémica em locais distantes, como nos linfonodos onde esta
ocorrendo a apresentacdo do antigeno vacinal as células do sistema imune (HUANG
et al.,, 2008). Isto sugere uma possivel explicacdo do efeito imunomodulador do
probidtico observado neste estudo.

O efeito modulador na resposta imune humoral observado pelos titulos de I1gG
Nos grupos experimentais que receberam, respectivamente, a inoculagéo de esporos
vivos e inativados pela via s.c. simultaneamente a vacina (Figura 2C) pode ser
explicado, pois as DCs migram pelos tecidos linféides periféricos. As células
apresentadoras de antigenos, principalmente as DCs, podem entrar em contato com

0 antigeno vacinal e com o B. toyonensis no local de inoculagéo, migrarem para 0s



41

linfonodos regionais e apresentarem 0s antigenos aos linfocitos T virgens,
estimulando a sua maturagdo em linfocitos T efetores (GERMAIN et al., 2006).

Na titulacdo dos niveis de IgG total no dia 42 do experimento (Figura 3C)
observamos que o0s animais que receberam a inoculacdo de esporos vivos
apresentaram maiores titulos do que o0s animais que receberam 0s esporos
inativados. Os esporos possivelmente germinaram aumentando a ativagdo das DCs
ou estimulando de modo diferenciado. Este fato ja foi reportado anteriormente em
meio de cultivo e no interior de células apés a fagocitose (SOUZA et al., 2014;
HUANG et al., 2008). Os esporos também podem estimular a imunidade inata, pois
causam uma reacéo inflamatéria no local da inocula¢cdo aumentando o acumulo e a
drenagem do liquido extracelular para a linfa, levando junto os esporos aos
linfonodos (THERY & AMIGORENA, 2001). O ambiente onde as DCs e as outras
APCs capturam e apresentam o0s antigenos e as citocinas produzidas, sinalizam a
diferenciacdo da populacdo de linfocitos T auxiliares e consequentemente o
estabelecimento do tipo de resposta imune secundaria (KALFAMMAN, 2007).

Os animais que receberam a rgD associada aos esporos vivos ou inativados
apresentaram niveis de IgG inferiores aos grupos experimentais suplementados com
0 probidtico e ao grupo ndo suplementado que recebeu a rgD com o adjuvante
Al(OH)3 (Figura 3D). O resultado observado em nosso trabalho pode ser explicado
pela utilizacdo de uma concentracdo menor de esporos (2x10% UFC por dose) do
que a quantidade de esporos de outra espécie do género Bacillus usada como
adjuvante de vacina em outro estudo. SOUZA et al. (2014) demonstraram o efeito
adjuvante de 2X10° esporos de B. subtilis associado a 70ug da proteina
recombinante p24 gag do HIV administrada pela via s.c. em camundongos.

A modulacdo da resposta imune mediada por B. toyonensis neste estudo foi
demonstrada também pelo perfil de isotipos de imunoglobulinas IgGle 1gG2a. Nos
dias 28 e 42 do experimento foram observados maiores niveis de IgG1 nos animais
suplementados, 0 que sugere a polarizacdo de uma resposta Th2 (Figura 4A).
Entretanto, no dia 42 observou-se um aumento significativo nos niveis de lgG2a em
relacdo ao dia 28 (Figura 4B). Esta observacdo pode sugerir que com o passar das
semanas ocorreu um incremento nos niveis de IgG2a, que indica o desenvolvimento
de uma resposta imune mista Th1l/Th2. Dummer et al. (2014) demonstraram que
camundongos vacinados com a rgD de BoHV-5 associada com adjuvantes oleosos

desenvolveram uma resposta balanceada Th1/Th2.
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No presente trabalho utilizamos o adjuvante Al(OH)3 na formulagéo da vacina.
Os animais foram vacinados com a rgD+AI(OH)s e suplementados com o probidtico
ou receberam a inoculacdo do microrganismo pela via s.c. simultaneamente a
vacina. O Al(OH)s adsorve o antigeno as suas particulas realizando a liberacao lenta
do mesmo e a ingestdao aumentada pelas APCs. Mori et al. (2012) demonstraram
que adjuvantes baseados em sais de aluminio inibem a polarizagdo da resposta Thl
pela inibicdo da secrecao de IL-12. Em camundongos o Al(OH)s induz a polarizacéo
de uma forte resposta Th2 como isotipos IgG dependentes de linfécitos Th2. O
mecanismo de adjuvanticidade do AI(OH)s ndo esta totalmente elucidado, ele
aparenta atuar pelo estimulo do NLRP3 ativando o inflamassomo e a secrecédo de
citocinas pro-inflamatérias (COFFMAN; SHER; SEDER; 2010; LI; SUBA; RE, 2007).
Nossos resultados sugerem que o probidtico B. toyonensis pode modular a resposta
imune vacinal para a polarizagdo de uma resposta mista Th1/Th2, inibindo o efeito
do Al(OH)s que tem tendéncia em direcionar a polarizacdo de resposta Th2.

A suplementacdo com o probiético B. toyonensis estimulou a producdo de
anticorpos neutralizantes contra o BoHV-5. Os anticorpos neutralizam o virus
blogueando sua ligacdo aos receptores celulares impedindo a infec¢do das células
permissivas. Ap0s a vacinagdo contra um agente viral, anticorpos neutralizantes séo
necessarios e podem ser suficientes para a protecdo ou controle de infeccbes
futuras (KLASSE, 2014). No dia 42 do experimento observamos que 0S grupos
experimentais que receberam a suplementacdo com o probidtico durante o periodo
integral e os que receberam a inoculagdo dos esporos via s.c. simultaneamente a
vacina apresentaram maiores titulo de anticorpos neutralizantes (Tabela 2). Os
animais que receberam o probidtico durante sete dias antes da primeira dose da
vacina apresentaram titulos de anticorpos neutralizantes inferiores, isto sugere que
no momento da segunda dose da vacina o papel do probidtico é importante no
desenvolvimento da resposta imune, no entanto, os titulos de anticorpos
neutralizantes nestes animais foram superiores aos titulos dos animais nao
suplementados, demonstrando o efeito imunomodulador do probiético mesmo com a
suplementacdo somente antes da primo-vacinacao.

Neste trabalho foi utilizado como antigeno vacinal a rgD de BoHV-5 para
avaliar o efeito imunomodulador de B. toyonensis. O uso de vacinas baseadas em
antigenos recombinantes é considerado seguro, pois vacinas recombinantes nao

causam reacfes adversas nos animais, entretanto, sdo pouco imunogénicos sendo
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necessario o uso de adjuvantes para induzir uma resposta humoral e celular
protetora (MBOW et al., 2010; REED et al., 2009). Os dados obtidos neste trabalho
sugerem que o probidtico B. toyonensis apresenta efeito imunomodulador em
camundongos vacinados com a rgD de BoHV-5 podendo constituir-se numa
alternativa para aumentar a eficacia de vacinas recombinantes. As propriedades
imunomoduladoras observadas com B. toyonensis abrem perspectivas para o

estudo de seu potencial como adjuvante de vacinas.



7 Consideracdes Finais

- Bacillus toyonensis apresentou efeito imunomodulador em camundongos
vacinados com a glicoproteina D recombinante de herpesvirus bovino tipo 5;

- O probidtico B. toyonensis é capaz de modular a resposta imune humoral
mesmo nao sendo administrado de forma continua;

- A inoculagdo de esporos vivos ou inativados de B. toyonensis
simultaneamente a vacina modulou a resposta imune humoral;

- O antigeno vacinal associado a 2x10% UFC de esporos vivos ou inativados
se mostrou ineficiente em estimular a resposta imune;

- Bacillus toyonensis estimulou o desenvolvimento de uma resposta mista
Th1/Th2;

- Bacillus toyonensis estimulou maior producdo de anticorpos neutralizantes

contra o herpesvirus bovino tipo 5.
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Anexo A

Parecer da Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal

UFPel

Comissao de Etica em Expanmentacdo Animal

Pelotas, 17 de junho de 2014

De: Prof. Dr. Everton Fagonde da Silva
Presidente da Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA)
Para: Professor Fabio Pereira Leivas Leite

Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico

Senhor Professor:

A CEEA analisou o projeto intitulado: “Avaliacio do efeito imunomodulador
de Bacillus cereus var. Toyoi em camundongos vacinados com a glicoproteina D
recombi‘nante de Herpesvirus bovinos tipo 5”, processo n°23110.001981/2014-74,
sendo de parecer FAVORAVEL a sua execugdo, considerando ser o assunto pertinente
¢ a metodologia compativel com os principios éticos em experimentagdo animal e com
os objetivos propostos.

Solicitamos, apds tomar ciéncia do parecer e assind-lo, reenviar o processo a
CEEA. Salientamos também a necessidade deste projeto ser cadastrado junto ao
Departamento de Pesquisa e Iniciagio Cientifica para posterior registro no COCEPE
(codigo para cadastro n° CEEA 1981).

Sendo o que tinhamos para 0 momento, subscrevemo-nos.
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Prof. Dr. Everton Fagonde da Silva
Presidentd da CEEA

Cienteem: O2 /97 /2014

Assinatura do Professor Responsavel:
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