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Resumo 
 
 
 

FRANZ, Helen Cabaldi. Avaliação do efeito imunomodulador de Bacillus 
toyonensis em cães vacinados contra Parvovírus. 2019. 68f. Dissertação 
(Mestrado em Ciências) - Programa de Pós-Graduação em Veterinária, Faculdade 
de Veterinária, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2019. 
 
 
Probióticos são microrganismos vivos que quando administrados em quantidades 
adequadas promovem benefícios à saúde do hospedeiro. Os mecanismos de ação 
dos probióticos incluem fatores que aprimoram as defesas naturais do organismo, 
dentre estes é possível citar a modulação da resposta imune. Bacillus toyonensis é 
um microrganismo probiótico que há décadas vem sendo utilizado na nutrição 
animal ao redor do mundo. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito 
imunomodulador da suplementação com o probiótico B. toyonensis para cães que 
foram vacinados contra parvovirose. 10 cães da raça Australian Cattle Dog, 
provenientes de duas ninhadas, com 45 dias foram selecionados aleatoriamente 
para compor dois grupos, onde um grupo recebeu via oral B. toyonensis na 
concentração 2x108 esporos viáveis por dia durante 35 dias e para o outro grupo foi 
administrado apenas solução salina fosfatada. Os cães foram vacinados contra 
parvovírus canino tipo 2 nos dias 7 e 28 do experimento e, foram realizadas coletas 
de sangue nos dias 0, 7, 21 e 35 do experimento. Os níveis de anticorpos IgG totais 
específicos contra o antígeno foram determinados por ELISA indireto. A 
suplementação com B. toyonensis foi eficiente em estimular a produção de títulos de 
anticorpos 4 vezes superiores (p<0,05) quando em comparação aos animais do 
grupo controle em todos os dias analisados. Os hemogramas mostraram um perfil 
hematológico esperado para a espécie e idade dos animais. Células mononucleares 
do sangue periférico (PBMCs) de cães foram cultivadas e estimuladas com DNA, 
célula vegetativa e esporos de B. toyonensis. Por qPCR foi avaliado a transcrição de 
mRNA das citocinas IL-4, IL-17, e IFN-γ nas PBMCs. Os esporos de B. toyonensis 
induziram a transcrição de mRNA de IL-4 (4,4 vezes), IL-17 (1,3 vezes) e IFN-γ (1,6 
vezes), o DNA obteve IL-4 (4,7 vezes), IL-17 (3,5 vezes) e IFN-γ (2 vezes) e as 
células vegetativas foram responsáveis por induzir IL-4 (1,7 vezes), IL-17 (3,15 
vezes) e IFN-γ (1,2 vezes). Sendo assim, concluimos neste estudo que a 
suplementação com B. toyonensis pode amplificar a resposta imune vacinal contra a 
parvovirose em cães. 
 
 
Palavras-chave: probióticos; vacinação; imunomodulação; anticorpos 



 

Abstract 
 
 
 

FRANZ, Helen Cabaldi. Evaluation of the immunomodulatory effect of Bacillus 
toyonensis in dogs vaccinated against parvovirus. 2019. 68f. Dissertation 
(Master degree in Sciences) - Programa de Pós-Graduação em Veterinária, 
Faculdade de Veterinária, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2019.  
 
 
Probiotics are live microorganisms that when administered in adequate quantities 
promote health benefits to the host. The mechanisms of action of probiotics include 
factors that enhance the body's natural defenses, among which it is possible to cite 
the modulation of the immune response. Bacillus toyonensis is a probiotic 
microorganism that for decades has been used in animal nutrition around the world. 
The objective of this work was to evaluate the immunomodulatory effect of probiotic 
B. toyonensis supplementation for dogs that were vaccinated against parvovirus. 10 
Australian Cattle Dog dogs from two litters with 45 days were randoy selected to form 
two groups, where one group received oral B. toyonensis at a concentration of 2x108 
viable spores per day for 35 days and for the other group only phosphate saline was 
administered. Dogs were vaccinated against canine parvovirus type 2 on day 7 and 
28 of the experiment, and blood samples were collected on days 0, 7, 21 and 35 of 
the experiment. Total antigen-specific IgG antibody levels were determined by 
indirect ELISA. B. toyonensis supplementation was efficient in stimulating the 
production of higher antibody titers 4 times higher (p <0.05) when compared to 
control animals on all days analyzed. The hemograms showed an expected 
hematological profile for the species and age of the animals. Peripheral blood 
mononuclear cells (PBMCs) from dogs were cultured and stimulated with DNA, 
vegetative cell and B. toyonensis spores. By qPCR the mRNA transcription of 
cytokines IL-4, IL-17, and IFN-γ in PBMCs was evaluated. B. toyonensis spores 
induced IL-4 (4.4-fold), IL-17 (1.3-fold) and IFN-γ (1.6-fold) mRNA transcription, the 
DNA obtained IL-4 (4.7 fold), IL-17 (3.5-fold), and IFN-γ (2-fold), and the vegetative 
cells were responsible for inducing IL-4 (1.7-fold), IL- IFN-γ (1.2 fold).Thus, we 
conclude in this study that B. toyonensis supplementation may amplify the vaccine 
immune response against parvovirus in dogs. 
 
 
Keywords: probiotics; vaccination; immunomodulation; antibodies 
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1 Introdução  

 
A primeira espécie animal domesticada foi a canina e, junto dos felinos, o cão 

tornou-se um dos animais de companhia mais populares ao redor do mundo 

(STROMPFOVÁ et al., 2017). A convivência com animais de estimação é uma parte 

estável da vida humana e, portanto, há o aumento do interesse em promover o bem-

estar e a saúde destes animais nas últimas décadas (GRZESKOWIAK et al., 2015). 

Neste sentido, a utilização de probióticos pode contribuir trazendo benefícios à 

saúde dos cães, pois seus mecanismos de ação incluem fatores que aprimoram as 

defesas naturais do organismo, como: alteração e fortalecimento da microbiota 

intestinal, produção de compostos com atividades antimicrobianas, inibição da 

adesão de microrganismos patogênicos e modulação da resposta imune (THOMAS; 

VERSALOVIC, 2010).  

Probióticos podem ser definidos como microrganismos vivos que, quando 

administrados em quantidades adequadas, promovem benefícios à saúde do 

hospedeiro (FAO/WHO, 2002). Estimulação da produção de imunoglobulinas, 

indução do aumento da atividade de macrófagos e linfócitos, influência na produção 

de citocinas são alguns mecanismos de atuação dos probióticos modulando as 

respostas imunológicas (PELUSO et al., 2007; OELSCHLAEGER, 2010; WYNN, 

2009). No entanto, estes efeitos dependem do microrganismo probiótico que será 

utilizado (OELSCHLAEGER, 2010). No ambiente intestinal, os probióticos modulam 

a resposta imune inata e adaptativa atuando junto às células epiteliais intestinais e 

células dendríticas, que estão aptas a reconhecer os microrganismos probióticos 

através de seus receptores de reconhecimento padrão (PRRs), especialmente os 

receptores toll-like (TLRs) (GÓMEZ-LLORENTE et al., 2010). A resposta depende do 

subtipo de células que são ativadas: as células de Paneth produzem defensinas e as 

caliciformes potencializam a produção de muco, as células dendríticas ativadas 

intensificam a síntese de citocinas, moléculas do complexo principal de 

histocompatibilidade (MHC) e moléculas co-estimulatórias capazes de polarizar as 

respostas dos linfócitos T auxiliares em Th1, Th2, Treg e Th17 (LEBEER et al., 

2010).
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Bacillus toyonensis trata-se de uma bactéria Gram-positiva formadora de 

esporos, não patogênica, que há décadas é utilizada na nutrição animal em vários 

países ao redor do mundo (JIMÉNEZ et al., 2013). A princípio, este microrganismo 

foi identificado como sendo uma cepa da espécie B. cereus (B. cereus var. toyoi), 

porém estudos posteriores reconheceram, através de comparação de sequencias do 

genoma e do perfil fenotípico, que se tratava de uma nova espécie, a qual então foi 

denominada B. toyonensis (JIMÉNEZ et al., 2013). A sua inicial utilização data de 

1975, quando a preparação comercial TOYOCERIN® foi oficialmente aprovada no 

Ministério da Agricultura e Florestas do Japão. Já na comunidade Européia, sua 

autorização ocorreu em 1994, inicialmente para a espécie suína, tornando-se o 

microrganismo pioneiro autorizado como aditivo alimentar. No decorrer do tempo 

veio também a permissão para a utilização em aves, bovinos e coelhos (WILLIAMS 

et al., 2009). 

Estudos que utilizaram B. toyonensis como probiótico para a suplementação 

de camundongos e ovinos obtiveram resultados promissores relacionados ao seu 

efeito imunomodulador e à capacidade de aumentar a eficácia de vacinas. A 

suplementação de camundongos estimulou uma maior soroconversão contra o 

parvovírus canino (COPPOLA et al., 2005). Também se verificou em um estudo mais 

recente, a ocorrência de maiores níveis de imunoglobulinas totais no soro e 

elevação dos níveis de transcrição de interleucinas 4 (IL-4) e 12 (IL-12) dos 

esplenócitos desta espécie, quando vacinada contra herpesvírus bovino tipo 5 

(BoHV-5) (SANTOS et al., 2018). Para ovinos, os efeitos foram similares, resultando 

em aumento na soroconversão e maiores títulos de anticorpos neutralizantes contra 

BoHV-5 (ROOS et al., 2018). 

Pesquisas relacionadas à probióticos com caninos, em que foi avaliado o 

efeito na resposta imune, envolveram Enterococcus faecium, microrganismos do 

gênero Lactobacillus e as Bifidobactérias (BAILLON et al., 2004; BENYACOUB et 

al., 2003; ROSSI et al., 2014), porém não há relatos conhecidos por este autor da 

utilização de B. toyonensis para esta espécie animal. Portanto, o objetivo deste 

estudo foi avaliar o efeito imunomodulador da suplementação com B. toyonensis 

para cães que foram vacinados contra parvovirose.  



 

2 Objetivos 
2.1 Objetivo Geral 
 
Estudar os efeitos do probiótico B. toyonensis na imunomodulação de cães. 

 
2.2 Objetivos específicos 
 

• Avaliar a modulação da resposta imune humoral (níveis de IgG total) de 

cães vacinados contra parvovirose conforme esquema de vacinação adotado no 

canil e suplementados com B. toyonensis. 

• Avaliar a modulação da resposta imune celular (transcrição de mRNA 

das citocinas IL-4, IL-17, IFN-γ) em PBMCs de cães quando estimuladas com 

células vegetativas, DNA e esporos do B. toyonensis. 

• Realizar os hemogramas seriados dos cães vacinados e 

suplementados com B. toyonensis. 



 

3 Artigos 
3.1 Artigo 1 
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Probióticos em cães 

Probiotics in dogs 

-REVISÃO BIBLIOGRÁFICA- 

 

RESUMO 

Após mais de um século das primeiras observações de Élie Metchnikoff sobre certas 

bactérias responsáveis por efeitos benéficos à saúde, temos a popularização dos probióticos. 

Há uma indústria crescente ao redor destes microrganismos, tanto em produtos para uso 

humano, quanto animal. Probióticos são definidos como microrganismos viáveis que quando 

administrados em quantidades adequadas promovem benefícios à saúde do hospedeiro. Na 

medicina de caninos, os probióticos demonstram benefícios com potencial na modulação do 

sistema imune e na prevenção e tratamento de doenças, principalmente gastrointestinais. 

Neste artigo, revisamos conhecimentos das funções e aplicações dos probióticos para a 

espécie canina, incluindo novas áreas para pesquisas. 

 

 

Palavras-chave: caninos, bactérias, microrganismos.   

 

ABSTRACT 

After more than a century of the first observations of Élie Metchnikoff on certain 

bacteria responsible for beneficial effects to health, we have the popularization of probiotics. 

There is a growing industry around these microorganisms, both in products for human use, as 

well as animal. Probiotics are defined as viable microorganisms that when ingested in 

appropriate quantities promote health benefits to the host in dog medicine, probiotics 

demonstrate potential benefits in modulating the immune system and in preventing and 
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treating diseases, especially gastrointestinal diseases. In this paper, we review current 

knowledge of the functions and applications of probiotics for canine species, including new 

areas for research. 

 

Key words: canines, bacteria, microorganisms. 

 

INTRODUÇÃO 

Variadas definições para o termo probiótico foram estabelecidas no decorrer do tempo 

de sua utilização. Atualmente o conceito reconhecido internacionalmente é o estabelecido 

pela Organização Mundial da Saúde e Organização das Nações Unidas para Alimentação e 

Agricultura (2002), que descrevem probióticos como microrganismos vivos que, quando 

administrados em quantidades adequadas, promovem benefícios à saúde do hospedeiro. 

Porém, existem exigências a serem cumpridas para que um microrganismo possa ser 

considerado como probiótico. Conforme a FAO e a OMS (2002), é preciso avaliar sua 

identidade (gênero, espécie e local de onde foi isolado), realizar testes in vitro que apresentem 

a resistência do microrganismo frente à acidez gástrica, aos ácidos biliares e às enzimas 

digestivas, investigar sua atividade contra microrganismos patogênicos, avaliar a segurança na 

sua administração e proceder com estudos in vivo que comprovem efeitos benéficos na saúde 

do hospedeiro. 

O efeito probiótico de certos microrganismos já foi comprovado, destacando os 

gêneros bacterianos Lactobacillus, Bacillus e Bifidobacterium e, as leveduras Saccharomyces 

boulardii e S. cerevisiae amplamente empregados em medicina humana (BUTS & KEYSER, 

2006; MARTINS et al., 2010). Na medicina animal, também os microrganismos não ácido-

láticos e formadores de esporos, como o B. toyonensis, possuem características favoráveis a 

sua utilização, que incluem a estocagem sem ser necessária a refrigeração e a capacidade de 
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sobrevivência no trato gastrointestinal (CUTTING, 2011). Com relação aos mecanismos de 

ação dos probióticos, há a inclusão de fatores que aprimoram as defesas naturais do 

organismo, como: alteração e fortalecimento da microbiota intestinal, produção de compostos 

com atividades antimicrobianas, inibição da adesão de microrganismos patogênicos e 

modulação da resposta imune (THOMAS & VERSALOVIC, 2010). Na medicina de cães e 

gatos, assim como para animais de produção, os probióticos demonstram benefícios em 

potencial na modulação do sistema imune e na prevenção e tratamento de doenças, 

principalmente gastrointestinais (WYNN, 2009).  

Neste artigo, revisamos conhecimentos das funções e aplicações dos probióticos para a 

espécie canina, incluindo novas áreas para pesquisas. 

Definição e breve histórico 

Em 1905, Élie Metchnikoff, cientista e imunologista russo, colaborador do Instituto 

Pasteur em Paris e premiado com o Prêmio Nobel de Medicina por seu trabalho em 

imunologia em 1907, propôs que certas bactérias produtoras de ácido lático presentes no leite 

fermentado eram capazes de ocasionar mudanças benéficas na saúde humana. Metchnikoff 

recomendava a ingestão diária de uma formulação de um iogurte que era composto por um 

grupo de bactérias lácticas ou de culturas puras do bacilo búlgaro (L. bulgaricus), as quais 

seriam responsáveis por abolir bactérias putrefativas do cólon (MACKOWIAK, 2013). 

Posterior pesquisa revelou que L. bulgaricus não tem a capacidade de sobreviver ao ambiente 

intestinal e, devido a isso, não seria possível a atuação em detrimento das bactérias 

putrefativas do cólon (KULP & RETTGER, 1924). 

A partir das observações de Metchnikoff, muitos outros ensaios com inúmeros 

microrganismos foram estabelecidos. No ano de 1954, o cientista alemão Ferdinand Vergin 

estudou os efeitos nocivos dos antibióticos e outros agentes antimicrobianos na microbiota 

intestinal em comparação aos benefícios provocados por algumas bactérias, gerando o artigo 
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intitulado "Anti-und Probiotika", sendo considerado o possível inventor do termo probiótico. 

Em 1965, Lilly e Stillwell caracterizaram os probióticos como sendo microrganismos que 

eram responsáveis por causar o crescimento de outros ou produzir substâncias que promoviam 

um efeito benéfico no equilíbrio microbiano intestinal. Mais de 20 anos depois, foi 

estabelecido que probióticos fossem suplementos alimentares com base de microrganismos 

viáveis, que precisariam exercer um efeito benéfico ao hospedeiro (FULLER, 1989). Em 

contra partida, estudos mais recentes sugerem a necessidade de uma dose apropriada dos 

organismos probióticos para que estes efeitos almejados possam ser expressos no organismo 

(MINELLI & BENINI, 2008). Portanto, a definição atual, sustentada desde 2013 pela 

Associação Científica Internacional para Probióticos e Prebióticos e, atualmente reconhecida 

internacionalmente, é a de que probióticos são microrganismos vivos que quando 

administrados em quantidades adequadas promovem benefícios à saúde do hospedeiro (HILL 

et al., 2014).  

Escherichia coli não patogênica Nissle 1917 foi um dos microrganismos pioneiros 

como probiótico e vem sendo ainda utilizado. As bactérias mais empregadas como 

probióticos incluem as da espécie Lactobacillus e as Bifidobactérias. A levedura probiótica 

mais comumente utilizada é o Saccharomyces boulardii (BALAKRISHNAN & FLOCH, 

2012). De fato, os probióticos tornaram-se bastante populares. Presenciamos o cenário de uma 

indústria crescente ao redor da comercialização de probióticos, seja nos alimentos, nos 

diversos formatos farmacêuticos ou como suplementos dietéticos, tanto para uso humano, 

como animal (SANDERS, 2003). 

Em animas de produção, os probióticos vêm sendo utilizados há muito tempo como 

uma alternativa aos antibióticos, como promotores de crescimento (FULLER, 1989). O uso de 

probióticos em animais de estimação é mais recente, provavelmente devido ao fato da 

conscientização das pessoas de que produtos similares aos que eram utilizados por elas, 



21 
 

pudessem ser administrados para os animais de companhia para também se obter os efeitos 

benéficos (HAMLIN, 2011). 

Particularidades dos microrganismos probióticos 

Primordialmente, o microrganismo probiótico deve possuir um histórico de não ser 

patogênico e ter sua segurança garantida ao consumo, bem como não apresentar genes que 

compõem a característica de resistência aos antibióticos de uso clínico (PEREIRA et al., 

2018). Além destes, é possível destacar os aspectos funcionais e fisiológicos, os quais 

definirão a sobrevivência do microrganismo frente ao trato gastrointestinal, como a resistência 

frente ao meio ácido e à ação dos sais biliares, e a capacidade de aderir e colonizar o intestino. 

A avaliação destas propriedades é possível de ser alcançada pela simulação do ambiente no 

qual o microrganismo será inserido, através de testes in vitro (SAAD, 2006). 

Não menos importantes são as propriedades utilizadas no processo de produção e nas 

etapas de armazenamento e distribuição, pois garantem a viabilidade do produto e que não 

existam alterações de suas características (PEREIRA et al., 2018). Neste sentido, vale 

destacar os microrganismos que apresentam facilidade no crescimento e que são aplicáveis 

para a produção em larga escala (SAAD, 2006). Na alimentação animal, os microrganismos 

não ácido-láticos, como S. boulardii e Bacillus toyonensis, possuem características favoráveis 

a sua utilização. B. toyonensis é uma bactéria Gram-positiva formadora de esporos, não 

patogênica, que há décadas é utilizada na nutrição animal, promovendo a melhora na 

eficiência alimentar e na saúde de suínos, aves, bovinos, coelhos, bem como na aquacultura 

em muitos países (JIMÉNEZ et al., 2013). Saccharomyces boulardii é uma levedura não 

patogênica, termotolerante, que exerce benefícios à saúde do hospedeiro, sendo usada 

amplamente na prevenção e tratamento de desordens gastrointestinais agudas e crônicas de 

humanos. Na medicina veterinária é utilizada notadamente para animais de produção e 

equinos (BRESCIANI et al., 2014). Muitas empresas do ramo pet já oferecem alimentos que 
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apresentam culturas probióticas em sua composição (HAMLIN, 2011). Lactobacillus 

acidophilus foi testado quanto a viabilidade no processo de produção de uma ração para cães, 

indicando que esta bactéria foi capaz de sobreviver ao processo de produção e estocagem do 

alimento (BAILLON et al., 2004). Existe também a atenção quanto à palatabilidade e a 

praticidade em administração aos animais de estimação, sendo que pode ser vantajoso o 

suplemento que pode ser adicionado a qualquer tipo de alimento ou até mesmo diretamente 

para o animal, como alimento mastigável (HAMLIN, 2011).  

Outros aspectos relevantes são a dose e o tempo de administração necessário para que 

o probiótico exerça seus benefícios no organismo do hospedeiro. OUWEHAND (2017) 

ressalta em sua revisão sobre respostas de doses para humanos, que existe uma influência de 

variáveis que impossibilitam a indicação de uma melhor concentração para resultados 

benéficos. Segundo o autor, estas variáveis incluem finalidade, espécie de microrganismo 

probiótico, veículo de entrega e administração. MINELLI & BENINI (2008) mencionam que 

a maioria dos estudos, principalmente aqueles que utilizam probióticos para tratamento de 

distúrbios do trato gastro intestinal, indicam que os efeitos dependem da dosagem e citam de 

107 a 109UFC/g diariamente para humanos. SANTOS et al. (2018) observaram que a 

suplementação de camundongos com B. toyonensis (108UFC/g) por sete dias já promoveu 

efeitos benéficos na imunidade dos animais. Nosso grupo de pesquisa vem realizando ensaios 

que apontam qual o tempo necessário de suplementação que seria capaz de promover efeitos 

benéficos na saúde de diversas espécies animais. No entanto, a definição de probióticos aceita 

internacionalmente não deixa claro qual a concentração de microrganismos e quantos dias são 

necessários para que se alcancem os benefícios para o hospedeiro (HILL et al., 2014). 

Mecanismos de ação dos probióticos na microbiota intestinal 

O equilíbrio da microbiota intestinal estabelece papel fundamental para a manutenção 

da saúde (HONDA & LITTMAN, 2012). Ainda neste sentido, é possível dizer que a 
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microbiota intestinal residente é capaz de causar, contribuir e modular a saúde, assim como a 

doença, podendo também ser responsável por implicar variáveis distúrbios ao organismo 

(GRICE & SEGRE, 2011). A constatação de que existem distinções no perfil da composição 

da microbiota dos organismos saudáveis e doentes conduziu a uma ideia de que manipular 

essas comunidades microbianas pode ser vantajoso para a promoção da saúde, chamando a 

atenção para a utilização dos probióticos neste sentido (SCHMITZ & SUCHODOLSKI, 

2016), especialmente para a resolução de doenças intestinais caninas (ROSSI et al., 2014; 

HERSTAD et al., 2010). 

A presença dos probióticos resulta na competição por sítios de ligação e na disputa por 

nutrientes, fatos que os tornam importantes para manter a microbiota intestinal equilibrada. A 

característica que os microrganismos probióticos possuem de ocupar sítios de ligação no 

intestino e formar uma barreira protetora também é fundamental para evitar a colonização por 

bactérias patogênicas (SCHACHTSIEK, 2004; LAVERMICOCCA et al., 2005).  

As bactérias presentes no lúmen intestinal têm sua nutrição baseada em substâncias 

que foram parcialmente digeridas por enzimas ou que foram intencionalmente acrescidas à 

dieta como prebióticos (GIBSON et al., 2005). Prebióticos referem-se a elementos 

alimentares não digeríveis que fomentam seletivamente o desenvolvimento ou ação de 

populações de bactérias desejáveis no cólon, ocasionando vantagens ao hospedeiro (SAAD, 

2006). As bactérias probióticas e patogênicas disputam e, a escassez dos nutrientes 

disponíveis no ambiente intestinal, torna-se um limitante para as bactérias patogênicas 

(GIBSON et al., 2005).  

Os microrganismos probióticos tem a capacidade de produzir e liberar moléculas, tais 

como as bacteriocinas e os ácidos orgânicos, que agem sobre as bactérias patogênicas 

promovendo uma ação bacteriostática ou bactericida (VÉLEZ et al., 2007). Bacteriocinas são 

caracterizados por serem peptídeos heterogêneos pequenos, resistentes ao calor e que atuam 
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formando um complexo com os componentes da membrana da bactéria alvo, geralmente 

levando a formação de poros e um efeito detergente (BIERBAUM & SAHL, 2009). Os ácidos 

orgânicos, especialmente o ácido acético e o ácido lático, apresentam uma potente inibição 

contra bactérias Gram-negativas, sendo conhecidos como as principais substâncias 

antimicrobianas produzidas por probióticos que agem causando dano às bactérias patogênicas 

(MAKRAS et al., 2006). Os ácidos organicos na forma não dissociada penetram na célula 

bacteriana através da sua membrana, dissociando-se no citoplasma e causando uma redução 

de pH intracelular ou acumulando no seu interior de forma ionizada. Esta desestabilização do 

patógeno acaba resultando em morte (RUSSELL & DIEZ-GONZALES, 1998). 

Mecanismos de ação imunomoduladores dos probióticos 

Há evidências de que probióticos modulam a resposta imune através da estimulação da 

produção de imunoglobulinas, indução do aumento da atividade de macrófagos e linfócitos, 

bem como pelo estímulo da produção de citocinas (PELUSO et al., 2007; OELSCHLAEGER, 

2010; WYNN, 2009). Os efeitos dos probióticos na modulação da resposta imune dependem 

do microrganismo utilizado (OELSCHLAEGER, 2010). No intestino, os probióticos 

interagem com as células epiteliais intestinais e com as células dendríticas (DCs), estimulando 

a resposta imune inata e adaptativa. Estas células tem a habilidade de reconhecer os 

probióticos através de seus receptores de reconhecimento padrão (PRRs), principalmente os 

receptores toll-like (GÓMEZ-LLORENTE et al., 2010) e a resposta gerada está ligada ao 

subtipo de células que são ativadas. As células de Paneth ativadas são produtoras de 

defensinas e as do tipo caliciformes intensificam a produção de muco. As DCs quando 

estimuladas com os probióticos reagem com maior síntese de citocinas, moléculas do 

complexo principal de histocompatibilidade (MHC) e moléculas co-estimulatórias capazes de 

polarizar as respostas dos linfócitos T auxiliares em Th1, Th2, Treg e Th17 (LEBEER et al., 

2010). Os gêneros Lactobacillus e o Bifidobacterium estimulam células mononucleares do 
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sangue periférico (PBMCs) de humanos a produzirem citocinas, como o fator de necrose 

tumoral α (TNF-α) e interferon-gama (IFN-γ), interleucina 10 (IL-10) e (fator de 

transformação do crescimento beta) TGF-β que induzem a propagação de respostas imunes 

diferenciadas (SOLIMAN et al., 2015). No entanto, ainda não existe um esclarecimento de 

fato dos mecanismos de atuação dos probióticos.  

Diversos ensaios nas variadas espécies adotam combinações de probióticos para o 

alcance dos efeitos imunomoduladores. SAUTER (2005) observou que as cepas probióticas 

de L. acidophilus NCC2628 e NCC2766 e L. johnsonii NCC2767 não induziram aumento nas 

concentrações das citocinas regulatórias e pró-inflamatórias quando testadas individualmente. 

Porém, quando houve uma combinação das três cepas houve alterações significativas nas 

proporções das citocinas em ensaios realizados ex vivo em cultivos celulares de biópsias de 

cães, sugerindo um sinergismo entre as bactérias. 

A suplementação com determinados probióticos pode ser considerada uma alternativa 

para aumentar a eficiência de vacinas através da modulação da resposta imune (ROOS et al., 

2012). Camundongos vacinados com uma vacina replicante contra parvovírus canino e com 

uma bacterina de E. coli, quando suplementados com os microrganismos B. toyonensis e S. 

boulardii, tiveram uma significativa soroconversão nos animais suplementados em relação 

aos controles. Saccharomyces boulardii levou a um aumento na soroconversão para a 

bacterina e B. toyonensis estimulou uma maior soroconversão contra o parvovírus canino 

(COPPOLA et al., 2005). A suplementação com B. toyonenesis foi capaz de modular a 

resposta imune de camundongos e ovinos vacinados contra herpesvírus bovino tipo 5 (BoHV-

5) (ROOS et al., 2018; SANTOS et al., 2018), sendo observado um aumento nos níveis de 

imunoglobulinas totais no soro em comparação ao grupo controle. Os esplenócitos dos 

camundongos suplementados apresentaram maiores níveis de transcrição de interleucinas 4 

(IL-4) e 12 (IL-12) (SANTOS et al., 2018).  
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Por se tratar de uma área de grande interesse, as pesquisas são numerosas e algumas 

questões vêm sendo elucidadas em relação ao modo de atuação dos probióticos no sistema 

imunológico. Porém, ainda é preciso muitos ensaios para se estudar o efeito específico de 

cada microrganismo probiótico, primordialmente com testes in vitro, posterior em modelos 

animais e por fim, através das intervenções nas diversas espécies animais. 

Probióticos em cães 

Bactérias ácido-lácticas, bactérias não ácido lácticas e leveduras têm sido utilizadas 

como probióticos em estudos com cães, em concentrações geralmente acima de 108UFC/dia 

(Tabela 1). Algumas destas pesquisas relatam a recuperação nas fezes dos probióticos 

administrados (MARCINÁKOVÁ et al., 2006; BAILLON et al., 2004; STROMPFOVA et 

al., 2012; BRESCIANI et al., 2014). A recuperação dos microrganismos nas fezes corrobora a 

sobrevivência destes pelo ambiente desfavorável do trato gastrointestinal e a provável 

colonização do intestino dos animais, indicando que a administração dessa concentração 

mínima por dia pressupõe-se adequada para esta espécie. 

Um fator importante abordado em alguns destes estudos é a detecção da diminuição de 

bactérias patogênicas nas fezes durante o período em que os cães estão recebendo os 

probióticos (MARCINÁKOVÁ et al., 2006; BAILLON et al., 2004; STROMPFOVA et al., 

2012; MAHONY et al., 2009), constatação que indica um eficiente mecanismo de disputa na 

microbiota intestinal canina. BAILLON (2004), estudando o efeito de Lactobacillus 

acidophilus fornecido junto a uma dieta seca para cães saudáveis adultos, detectou um 

aumento nos números de lactobacilos nas fezes durante o período de administração do 

probiótico, e diminuição do número de Clostridium sp. fecais. Também cães que receberam 

B. animalis na dieta durante seis semanas, apresentaram redução na contagem de Clostridium 

difficile nas fezes (MAHONY et al., 2009).  
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Faz-se importante ressaltar que grande parte dos estudos com probióticos in vivo em 

cães tiveram como foco o tratamento de animais com distúrbios gastrointestinais e foram 

realizados de maneira não controlada (SCHMITZ et al., 2013). Estes estudos referem-se à 

atuação dos probióticos em microbiotas desequilibradas, com composições de diversos 

microrganismos, enfatizando apenas a recuperação dos cães e não tendo como foco a 

descoberta dos mecanismos de atuação dos probióticos. Para o alcance deste conhecimento se 

faz necessário abordagens experimentais que apresentem uma padronização de cães que 

apresentem microbiotas similares e saudáveis. 

Em cães que apresentavam doença inflamatória intestinal, uma combinação de 

probióticos (Lactobacillus casei, L. plantarum, L. acidophilus, L. delbrueckii subsp. 

Bulgaricus, Bifidobacterium longum, B. breve e B. infantis) restaurou a expressão dos 

componentes de junção da barreira intestinal (claudin-2, occludin e proteínas de junção de 

aderência) (ROSSI et al., 2014). Em cães acometidos por gastroenterite aguda, onde também 

foi administrado um composto de probióticos (Lactobacillus acidophilus, L. farciminis 

Pediococcus acidilactici, Bacillus subtilis, e B. licheniformis), houve redução dos dias 

necessários para a produção de fezes normais em comparação com os animais do grupo 

controle (HERSTAD et al., 2010). Cães acometidos por diarreia aguda idiopática ao serem 

suplementados com B. animalis diminuem o tempo de resolução do distúrbio (KELLEY et al., 

2009). Em um trabalho realizado num centro de resgate animal, não houve efeito profilático 

de diarreias em cães suplementados com o probiótico E. faecium, embora a suplementação em 

gatos tenha se mostrado estatisticamente eficaz (BYBEE et al., 2011).  

Em relação à atuação no sistema imune, Sauter e colaboradores (2006) administraram 

uma combinação de probióticos (L. acidophilus NCC2628 e NCC2766 e L. johnsonii 

NCC2767) juntamente a uma dieta de eliminação (dieta baseada em novas fontes de 

proteínas) para cães com diarreia responsiva a sensibilidade alimentar e observaram 
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incremento na produção de IFN-γ no cólon (SAUTER et al., 2006). Em testes realizados ex 

vivo, houve aumento dos níveis de interleucina 10 (SAUTER et al., 2005). Em outro estudo, 

cães que receberam a suplementação com E. faecium (SF68) desde o desmame até um ano de 

idade, apresentaram um aumento de IgG nas fezes e IgA circulantes específicas contra o vírus 

da cinomose canina, sem diferenças nas proporções de linfócitos T CD4+ e CD8+ periféricos. 

A quantidade de linfócitos B maduros CD21+ e MHC classe II + foi maior nos cães 

suplementados com o probiótico (BENYACOUB et al., 2003). No sangue periférico é 

descrito aumento de hemácias, hematócrito, concentração de hemoglobina, neutrófilos e 

monócitos e, o incremento de IgG total no soro em cães que recebem L. acidophilus 

(BAILLON, 2004). 

Diversos estudos, estabelecidos em humanos possibilitaram a detecção de benefícios 

adicionais dos probióticos, como prevenção de infecções recorrentes do trato urinário, 

prevenção e tratamento de alergias, tratamento de pancreatites e urolitíases por oxalato, entre 

outros (WYNN, 2009). Portanto, é preciso ampliar as pesquisas para caninos com o objetivo 

de verificar se estes benefícios também podem ser observados nesta espécie. 

 

CONCLUSÃO 

Apesar de vários probióticos já serem amplamente administrados para animais de 

companhia com o objetivo de restabelecimento do equilíbrio intestinal, poucas pesquisas 

foram realizadas para esclarecer os mecanismos de atuação e como se dá a interação com a 

microbiota intestinal dos cães. Muitos estudos sobre probióticos em caninos foram realizados 

com animais que apresentavam distúrbios intestinais, sendo procedidas observações clínicas. 

É necessária a realização de experimentos com animais sadios, de forma controlada, para que 

além da observação do quadro clínico, possam ser analisados parâmetros que possam elucidar 

os benefícios dos probióticos para esta espécie e seus mecanismos de atuação. Além disso, 
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outros benefícios já foram averiguados em humanos, o que indica que ainda há uma série de 

efeitos possíveis para serem investigados nesta espécie. 
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Tabela 1 – Estudos sobre probióticos em cães e seus efeitos 

Composição probiótica Cães Efeitos Referência 
E. faecium (SF68) 

5x108 UFC/dia 
Filhotes saudáveis Aumento de IgA fecal e IgG e 

IgA circulantes específicos 
para cinomose canina 

BENYACOUB et al., 
2003 

E. faecium (EE3) 
109 UFC/mL/5kg 

 

Adultos saudáveis Aumento de bactérias ácido 
láticas e diminuição de 

Pseudomonas e 
Staphylococcus spp. nas fezes. 
Diminuição de lipídios séricos 

totais. 

MARCINÁKOVÁ et 
al., 2006 

L. acidophilus (DSM13241) 
109 UFC/dia 

Adultos saudáveis Aumento de lactobacilos fecais 
e diminuição de clostridiais. 

Aumentos de hemácias, 
hematócrito, hemoglobina, 

neutrófilos, monócitos e IgG 
sérico. 

 

BAILLON et al., 
2004 

L. fermentum (AD1) 2x108 

UFC/dia 
 

Adultos saudáveis Aumento de lactobacilos fecais 
e diminuição de clostridiais e 

bactérias Gram-negativas 
(coliformes, Aeromonas, 

Pseudomonas) 

STROMPFOVA et 
al., 2012 

B. animalis (AHC7) 1.5x109 

UFC/dia 
Adultos saudáveis Redução de C. difficile nas 

fezes 
MAHONY et al., 

2009 
L. casei, L. plantarum, L. 

acidophilus, L. delbrueckii 
spp bulgaricus, B. longum, 

B. breve, B. infantis, 
Streptococcus salivarus spp 

thermophilus 
450x109 UFC/dia 

Filhotes parvovirose Maior taxa de sobrevivência e, 
mais rápida melhora clínica e 
na contagem de leucócitos/ 

linfócitos. 

ARSLAN et al., 2012 

B. animalis (AHC7)  2x1010 

UFC/dia 
 

Adultos diarréia 
idiopática aguda 

 

Diminuição do tempo de 
resolução do quadro clínico 

KELLEY et al., 2009 

L. acidophilus,  
P. acidilactici, B. subtilis, B. 

licheniformis, 
L. farciminis 

109 UFC/mL/10kg, 3x/dia 

Adultos 
gastroenterite aguda 

Diminuição do tempo para a 
resolução do quadro clínico 

HERSTAD et al., 
2010 

L. casei, L. plantarum, 
L. acidophilus, L. 
delbrueckii subsp. 

bulgaricus, B. longum, B. 
breve, B. infantis, S. 

sulivarius spp thermophilus 
112 a 225x109 UFC/10kg/dia 

Adultos 
doença inflamatória 
intestinal idiopática 

(DIII) 

Aumento de células FoxP3+ 
(marcador de linfócitos T 
auxiliares reguladores); 

aumento de Faecalibacterium 
(bactéria comensal 

antiinflamatória e de menor 
abundância em conteúdo 

intestinal ou amostras fecais de 
cães com DIII). 

ROSSI et al., 2014 

S. boulardii 
1x109 UFC/kg, 2x/dia 

 

Adultos 
doença inflamatória 

intestinal e 
enteropatia com 

perda de proteína 
(EPP) 

Diminuição do tempo de 
resolução do quadro clínico; 
nos EPP a concentração de 

albumina aumentou 
significativamente. 

BRESCIANI et al., 
2014 
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RESUMO 

 

Introdução: Probióticos são definidos como microrganismos vivos que quando administrados 

em quantidades adequadas promovem benefícios à saúde do hospedeiro. A utilização de 

probióticos pode trazer benefícios à saúde dos cães, pois a suplementação com determinados 

microrganismos pode melhorar a eficácia de vacinas através da modulação da resposta imune. 

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito imunomodulador da suplementação com o 

probiótico Bacillus toyonensis em cães vacinados contra Parvovírus canino tipo 2 (CPV). 

Material, métodos & resultados: 10 cães da raça Australian Cattle Dog com 45 dias de idade 

foram divididos aleatoriamente em dois grupos de cinco animais cada, onde um grupo foi 

suplementado com o probiótico B. toyonensis na concentração 2x108 esporos viáveis por dia e 

o outro grupo (controle) recebeu apenas solução salina fosfatada. Os animais foram vacinados 

contra parvovírus canino tipo 2 e as coletas de sangue para realização de hemogramas e para 

obtenção de soro ocorreram nos dias 0, 7, 21 e 35 do experimento. Os níveis de 

imunoglobulinas G (IgG) totais específicas contra o antígeno foram determinados pelo 

método de ELISA indireto. A suplementação dos cães com B. toyonensis foi eficiente em 

estimular a produção de títulos de anticorpos superiores (p<0,05) quando em comparação aos 

animais do grupo controle em todos os dias analisados. O hemograma seguiu metodologia que 



39 
 

analisa qualitativa e quantitativamente os eritrócitos, leucócitos e plaquetas. Os hemogramas 

revelaram um perfil hematológico esperado para a espécie canina e idade dos animais, porém 

não foram identificadas diferenças entre os grupos experimentais. Células mononucleares do 

sangue periférico (PBMCs) de cães foram cultivadas e estimuladas com DNA, células 

vegetativas e esporos de B. toyonensis. A técnica de PCR quantitativo foi utilizada para 

avaliar a transcrição de mRNA das citocinas IL-4, IL-17 e IFN-γ. As PBMCs caninas 

apresentaram um perfil de transcrição de mRNA das citocinas que variou com o componente 

utilizado como estímulo. 

Discussão: O principal método de prevenção contra a parvovirose canina se dá através da 

vacinação. Porém, um dos principais fatores que podem afetar a eficácia da vacina é a 

presença de anticorpos maternos nos filhotes passados pelo colostro, que ocorre no período 

denominado janela imunológica. São bem vistos os métodos que possam resultar em 

melhorias dos atuais esquemas vacinais, com a finalidade de que a alta incidência de CPV na 

população de cães possa ser diminuída. Estudos prévios relataram efeitos de B. toyonensis 

relacionados com o aumento da eficácia de vacinas em outras espécies. Além disso, este 

microrganismo é favorável para ser utilizado nos processos industriais devido a sua 

capacidade de formar esporos, que o torna mais resistente ao trato gastrointestinal e aumenta a 

sua viabilidade na estocagem. Neste estudo, o grupo suplementado com B. toyonensis 

demonstrou níveis de IgG total sérica (P<0,05) contra CPV superiores (aproximadamente 4 

vezes) ao grupo controle. Os probióticos podem atuar no sistema imune através da sua 

capacidade de ativar as células imunes, e estas responderão produzindo e secretando as 

citocinas. Citocinas são proteínas que tem o potencial de direcionar e regular a resposta imune 

no organismo. No presente, estudo observamos que quando células de cão foram estimuladas 

com DNA, células vegetativas e esporos de B. toyonensis, apresentou-se um perfil distinto de 
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transcrição de mRNA de citocinas. Os resultados encontrados sugerem que B. toyonensis 

pode ser uma alternativa para melhorar a proteção dos cães vacinados contra parvovirose. 

 

Palavras-chave: probiótico, vacinação, imunomodulação, anticorpos. 

 

INTRODUÇÃO 

 Parvovírus canino tipo 2 é um dos patógenos entéricos de maior importância para cães, 

pois é um vírus extremamente contagioso e de grande incidência em abrigos, canis e petshops 

[18].  Infecções graves, muitas vezes fatais, são vistas em filhotes de aproximadamente 6 

semanas a 6 meses de vida [24]. Os esquemas vacinais conferem imunidade, sendo o principal 

método de controle da doença [18]. Todavia, a neutralização do vírus vacinal por anticorpos 

maternos é um dos principais fatores que pode comprometer a efetiva proteção [30]. Neste 

sentido, a utilização de probióticos pode trazer benefícios, pois estudos com suplementação de 

cães obtiveram resultados promissores para aumentar a eficácia de vacinas [2] e para modular 

funções do sistema imune [1].  

 Probióticos são microrganismos vivos que quando administrados em quantidades 

adequadas promovem benefícios à saúde do hospedeiro [7]. Estimulação da produção de 

imunoglobulinas, indução do aumento da atividade de macrófagos e linfócitos e influência na 

produção de citocinas são modos de atuação [23, 20, 32]. Bacillus toyonensis é uma bactéria 

Gram-positiva formadora de esporos e não patogênica [13]. Este microrganismo possui 

características que podem ser vantajosas para a produção de rações, como a estocagem sem 

ser necessária a refrigeração e sua capacidade de sobrevivência no trato gastrointestinal [5]. 

No entanto, há pouca ou nenhuma literatura relatando o efeito de B. toyonensis em cães. O 

objetivo deste estudo foi avaliar o efeito imunomodulador da suplementação com B. 

toyonensis em cães vacinados contra parvovirose.  
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MATERIAL E MÉTODOS 

Probiótico 

 B. toyonensis foi o probiótico utilizado para a realização desta pesquisa, o qual faz 

parte da coleção de microrganismos do Laboratório de Microbiologia do Centro de 

Biotecnologia, Universidade Federal de Pelotas (UFPel). Inicialmente, reativou-se a cultura 

estoque através da semeadura das bactérias em placas de cultivo contendo Brain Heart 

Infusion Ágar1, as quais foram incubadas a 37 °C por 24 h para o crescimento das colônias. 

Na sequência, foram inoculadas de 3 a 5 colônias provenientes das placas, em frascos de 500 

mL contendo 150 mL de Brain Heart Infusion caldo e incubou-se em agitação de 200 rpm por 

18 h, para que este cultivo fosse utilizado como inóculo na expansão em biorreator com 3,5 L 

de meio NYSM [33]. As condições do ambiente no biorreator foram monitoradas com aporte 

constante de ar entre 0,5 e 1,5 (v/v). A temperatura foi mantida a 37 °C, que durou 96 h, não 

havendo correções de pH. Ao final deste período, acompanhou-se a evolução do cultivo 

através da coloração de Gram e quando foram alcançados 90 % de esporulação das bactérias 

procedeu-se com a centrifugação da cultura em centrífuga Sorvall®  RC-6 plus2 em 5.000 × 

g por 20 min a 4 °C com o objetivo de separação do sedimento, o qual foi suspenso em 500 

mL de solução fosfato salina tamponada, obtendo-se a concentração de B. toyonensis de 

aproximadamente 2×108 UFC/mL. O controle de pureza foi realizado em todas as fases, 

utilizando coloração de Gram e através da inoculação em Brain Heart Infusion ágar e em ágar 

sangue ovino a 8 %, como última etapa do processo. 

Animais e delineamento experimental 

10 cães (sete machos e três fêmeas) da raça Australian Cattle Dog, provenientes de 

duas ninhadas com mães vacinadas, com 45 dias de vida, oriundos de um canil particular, 

foram divididos aleatoriamente em dois grupos de cinco animais (grupo suplementado e 

grupo controle) e mantidos com acesso a água e ração (super premium Frost Puppy LB® 
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Supra3) a vontade. Os animais do grupo suplementado receberam por via oral 1 mL do 

probiótico B. toyonensis na concentração de 2x108 esporos viáveis, 1 vez ao dia. O 

fornecimento do probiótico para o grupo suplementado iniciou-se no dia 0 do experimento (7 

dias antes da primeira vacinação) e estendeu-se até o final do experimento (dia 35), e para 

aqueles do grupo controle foi administrado apenas solução salina fosfatada.  

A vacinação dos cães seguiu o esquema estabelecido no canil, o qual preconiza o uso 

da vacina Vanguard® HTLP 5/CV-L4. Esta vacina possui como composição: fração liofilizada 

de cepas atenuadas do vírus da cinomose canina, adenovírus canino tipo 2, vírus da 

parainfluenza canina, parvovírus canino e culturas inativadas de Leptospira (L. canicola e L. 

icterohaemorrhagiae) a serem diluídas com uma vacina inativada de coronavírus canino, 

tendo o hidróxido de alumínio como adjuvante. Os cães receberam duas doses da vacina pela 

via subcutânea com intervalo de 21 dias, nos dias 7 e 28 do experimento. Amostras de sangue 

com o anticoagulante ácido etileno diamino tetra cético (EDTA), foram obtidas nos dias 0, 7, 

21 e 35 do experimento para realização de hemograma e obtenção do soro. 

Hemograma 

 A metodologia para a realização desta análise seguiu-se como a recomendada, que 

divide o exame em eritrograma, leucograma e plaquetograma [30]. O eritrograma compreende 

os seguintes parâmetros: número total de hemácias/μL, concentração de hemoglobina, 

hematócrito, volume corpuscular médio e concentração de hemoglobina média. O estudo do 

leucograma engloba as contagens total e diferencial de leucócitos. Todos os parâmetros 

previamente descritos foram realizados em equipamento hematológico automático PocH – 

100iVDiff®5 específico para área veterinária. A análise morfológica das hemácias e o 

diferencial leucocitário foram realizados mediante a observação microscópica de esfregaços 

sanguíneos devidamente corados. 

Avaliação da resposta imune humoral contra parvovírus canino 
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A avaliação dos níveis de IgG totais foi realizada através do ensaio imunoenzimático (ELISA) 

indireto. Placas de poliestireno Costar® 6 com 96 cavidades foram sensibilizadas com 50 µL 

do parvovírus canino inativado com o título de 128 unidades hemaglutinantes (UHA) diluído 

em tampão carbonato-bicarbonato pH 9,6. Foi realizada a titulação dos soros individuais dos 

animais de cada grupo experimental do dia 35 com a finalidade de detectar qual a melhor 

diluição a ser utilizada para a realização do teste nos demais dias de coleta. As amostras de 

soro foram diluídas em série na base dois iniciando-se em 1:60 até a diluição de 1:61440, em 

solução salina fosfatada pH 7,6 contendo Tween 20 a 0,05 % (PBS-T). Utilizou-se o 

conjugado de imunoglobulina de coelho, anti–dog IgG conjugada com peroxidase7 diluído 

1/4000 em PBS-T. Resumidamente as placas foram sensibilizadas com o antígeno por 18 h a 

4 ºC, sendo que após foram realizadas três lavagens com PBS-T pH 7,6 e incubou-se a placa 

por 60 min a 37 °C com 50 µl de soro de cada cão (em duplicata). Na sequência, a placa foi 

novamente lavada três vezes com PBS-T e então, foi adicionado 50 µl do conjugado diluído 

em PBS-T incubando-se por mais 90 min a 37 °C. Por fim, a placa passou por mais cinco 

lavagens com PBS-T e em seguida foi adicionado 50 µl de substrato/cromógeno, ocorrendo a 

reação em temperatura ambiente por 15 min no escuro. As absorbâncias foram aferidas em 

um leitor de microplacas TP-Reader8 a 492 nm. Levando em consideração a diferença 

estatística entre os grupos, optou-se pela diluição 1:960 para ser utilizada para a realização do 

teste nos outros dias de coleta. 

Cultivo de células mononucleares do sangue periférico e extração de RNA 

 Foram coletados 20 mL de sangue periférico de cães sadios em tubos contendo o 

anticoagulante EDTA, o qual foi diluído com igual parte de meio RPMI 1640.9 O sangue 

diluído foi sobreposto em igual volume de Histopaque®10 e procedeu-se uma centrifugação de 

30 min a 500 x g. Formou-se uma banda celular, que foi transferida para outro tubo de ensaio 

e lavada por três vezes em RPMI 1640. As células foram ressuspendidas na concentração de 
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5x107 células/mL em RPMI 1640 contendo 20 % de soro fetal bovino e foram plantadas em 

placas de 96 cavidades11, sendo incubadas por 2 h a 37 °C em atmosfera de 5 % de CO2. Na 

sequência, foram adicionados separadamente os seguintes estímulos na cultura de células: 10 

μg/mL de concanavalina A (ConA)7, RPMI 1640, 5 μg/mL de DNA de B. toyonensis, 106 

células vegetativas de B. toyonensis e 106 esporos de B. toyonensis. A ConA e o RPMI 1640 

serviram como controle positivo e negativo, respectivamente. Passado o período de 

incubação, houve o descarte do sobrenadante e as células foram coletadas em 

TRIzol® reagente12. O RNA das células estimuladas foi extraído pelo método TRIzol de 

acordo com as instruções do fabricante. 

Síntese de cDNA e Real Time PCR 

 Foram utilizados 400 ng de RNA para a síntese de cDNA, a reação foi realizada 

conforme as instruções do kit High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit13. As reações 

da Real time PCR foram realizadas com 1 μL de cDNA, 5 μL de GoTaq® qPCR14, 0,25 de 

cada oligômero iniciador e 3,5 μL água livre de RNAse, sendo realizada na plataforma 

STRATAGENE M×3005P® real-time PCR system15 nas condições de temperatura e tempo já 

descritas [6]. Foram analisadas as quantidades de transcritos de mRNA das citocinas IL-4, IL-

17 e IFN-γ, onde o GAPDH foi utilizado como gene de referência. As sequências dos 

oligoiniciadores (primers) utilizados para a amplificação do gene das citocinas estão 

apresentadas na tabela 1. Todas as amostras foram analisadas em duplicata. A partir dos 

valores de Threshold Cycle (Ct) obtidos, foi calculada a transcrição relativa dos genes pela 

comparação com a expressão do GAPDH, de acordo com o método 2-∆∆C
T [15]. 



45 
 

Tabela 1 – Sequência de oligoiniciadores utilizados para a amplificação do gene das citocinas.  

Oligoiniciadores Anterógrado Retrógado Referência 
GAPDH CCCACTCTTCCACCTTCGAC CCTTGGAGGCCATGTAGACC Hassanpour 

(2017) 
IL-4 TGGGTCTCACCTCCCAACTG GTCAGCTCCATGCACGAGTC Hassanpour 

(2017) 
IL-17 TCCCCATCCAGCAAGAGATC CCACATGGCGAACAATAGGG Desenhado 

pelo grupo 
IFN-γ GCCGTCAGATGGGTTGTACC TCTGGTAGGAGACGGCGAAG Hassanpour 

(2017) 
 

Análise estatística 

Os dados obtidos foram analisados com auxílio do programa GraphPad Prism 

716. Os valores dos títulos de anticorpos totais dos cães de cada grupo experimental, obtidos 

pelo ELISA indireto, foram submetidos a análise de variância (two-way ANOVA), seguido 

pelo Teste de Tukey. 

 

RESULTADOS 

Hemogramas 

Os parâmetros hematológicos encontrados nos cães demonstraram um perfil esperado 

para a espécie canina e idade dos animais, não diferindo entre o grupo suplementado com o B. 

toyonensis e o controle. 

Dinâmica da resposta imune humoral contra parvovírus canino 

A concentração dos níveis de anticorpos do dia 35 está representada na Figura 1. Os 

níveis de anticorpos do grupo suplementado foram maiores em todas as diluições dos soros 

dos animais neste dia, sendo que houve significância estatística (p<0,05) nas diluições 1:960, 

1:1920, 1:3840, 1:7680, 1:15360, 1:30720 e 1:61440. A suplementação dos cães com B. 

toyonensis foi eficiente em estimular uma produção de títulos de anticorpos aproximadamente 

4 vezes maiores em relação ao grupo controle.  
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Figura 1 - Níveis de IgG totais das diluições dos soros de cães vacinados contra parvovírus canino. Os 

dados foram representados como os valores das médias dos grupos das diluições no dia 35 na absorbância de 

492nm. A análise estatística foi realizada pelo teste two-way ANOVA seguido de teste de Tukey. Os asteriscos 

significam diferença estatística (p<0,05) entre os grupos experimentais. 

 

A Figura 2 demonstra a dinâmica dos níveis totais de IgG na diluição 1:960. Os cães 

de ambos os grupos experimentais responderam à vacinação com o aumento na produção de 

IgG totais. A suplementação dos cães com B. toyonensis foi eficiente em estimular a produção 

de títulos de anticorpos superiores (p<0,05) quando em comparação aos animais do grupo 

controle em todos os dias de coleta após o início da suplementação. No dia 21 se observou a 

maior diferença entre os grupos e, não foram observadas quedas nos níveis de anticorpos no 

período estudado. 
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Figura 2 - Dinâmica dos níveis de IgG totais de cães vacinados contra parvovírus canino. Os dados 

foram representados como os valores das médias dos grupos na diluição 1:960 na absorbância a 492nm. As 

flechas indicam as vacinações nos dias 7 e 28, respectivamente. A análise estatística foi realizada pelo teste two-

way ANOVA seguido de teste de Tukey. Os asteriscos significam diferença estatística (p<0,05) entre os grupos 

experimentais nos dias 7, 21 e 35 do experimento. 

 

Transcrição de mRNA das citocinas 

 Com o objetivo de avaliar se B. toyonensis estimulavam a transcrição de citocinas em 

PBMCs de cães. PBMCs de cães adultos saudáveis foram isoladas e estimuladas com esporos, 

DNA ou células vegetativas. Foi possível observar que esporos de B. toyonensis induziram a 

trascrição de mRNA das citocinas IL-4 (4,4 vezes), IL-17 (1,3 vezes) e IFN-γ (1,6 vezes). A 

estimulação com o DNA levaram a transcrição de mRNA das citocinas IL-4 (4,7 vezes), IL-

17 (3,5 vezes) e IFN-γ (2 vezes). Por fim, as células vegetativas foram responsáveis por 

induzir a trascrição de mRNA das citocinas IL-4 (1,7 vezes), IL-17 (3,15 vezes) e IFN-γ (1,2 

vezes) (Figura 3). 
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Figura 3 - Transcrição de mRNA das citocinas IL-4, IL-17 e IFN-γ em PBMCs caninas. As células foram 

estimuladas in vitro com esporos, DNA e células vegetativas de B. toyonensis. O RNA total foi extraído e o 

cDNA submetido ao qPCR. A transcrição relativa dos genes IL-4, IL-17 e IFN-γ foi calculada a partir dos 

valores do Threshold Cycle (Ct), através da comparação com a transcrição do gene endógeno GAPDH de 

referência.  

 

DISCUSSÃO 

Apesar dos grupos experimentais não diferirem quanto aos parâmetros hematológicos, 

vale ressaltar a importância da realização do hemograma neste estudo. Juntamente das 

observações clínicas, foi possível acompanhar a evolução do estado de saúde dos filhotes no 

decorrer do experimento. Nossos resultados demonstram que os filhotes apresentaram uma 

dinâmica de aumento gradual no perfil da série vermelha. A literatura relata que em torno de 2 

meses de idade pode ser observado um aumento progressivo de hemácias, hematócrito e 

hemoglobina, quando aqueles de referência para adultos são alcançados em torno dos 6 meses 

[31]. Com relação à série branca, poucas mudanças foram observadas, sendo detectada apenas 

linfocitose pouco intensa. A literatura indica que a análise diferencial dos leucócitos para 
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filhotes se mantém na mesma faixa de cães adultos [10,31] e as linfocitoses fisiológicas são 

resultantes da imune estimulação [31], que pode ser ocasionada pela vacinação.  A vacinação 

é o principal método de profilaxia contra a parvovirose canina e os esquemas vacinais 

incluem repetidas doses da vacina para reforçar a proteção dos animais [29]. A presença de 

anticorpos maternos, passados pelo colostro, pode ser considerada como potencial interferente 

na efetividade imunológica proposta pela vacina [3,29]. A alta incidência de CPV na 

população de cães pode ser reduzida com a adoção de métodos que cursem com melhorias dos 

atuais esquemas vacinais [19].  

No presente estudo, os filhotes de cães foram vacinados contra parvovirose e foi 

possível observar o efeito imunomodulador ocasionado pela suplementação com B. 

toyonensis. O grupo suplementado com o probiótico demonstrou níveis de IgG (P<0,05) mais 

altos do que aqueles encontrados nos animais do grupo controle, revelando uma modulação da 

resposta imune humoral desde a primeira vacinação (quando os animais já haviam sido 

suplementados por 7 dias) e que foi duradoura até o final do período experimental. Sendo que 

os animais de ambas as ninhadas possuíam níveis similares de anticorpos maternos, 

observados no dia 0. Em relação a outros resultados com cães, temos o aumento da 

concentração de IgG específica contra cinomose canina em um estudo onde foi realizada a 

suplementação de filhotes com Enterococcus faecium na concentração de 5x108 UFC/dia [2]. 

Outra pesquisa também revelou o incremento de IgG no soro de cães que foram 

suplementados por 4 semanas com Lactobacillus acidophillus na concentração de 

>109UFC/dia [1].  

Bacillus toyonensis é uma bactéria que há décadas é utilizada na nutrição animal [13]. 

Sua característica de formação de esporos é um fator favorável para a sua utilização nos 

processos industriais [5]. Estudos prévios já apontaram seus efeitos relacionados com o 

aumento da eficácia de vacinas em outras espécies. Resultados semelhantes aos nossos foram 
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observados quando camundongos foram suplementados com este microrganismo e vacinados 

com uma vacina replicante contra parvovírus canino, sendo que houve uma maior 

soroconversão contra o parvovírus canino nos animais suplementados [4]. Ovinos vacinados e 

suplementados com B. toyonensis obtiveram maiores títulos contra o herpesvírus bovino tipo 

5 (BoHV-5), sendo que, assim como o que foi observado no nosso experimento, estes níveis 

se mantiveram mais elevados durante todo o período experimental [26]. Podemos citar outro 

estudo mais recentemente, onde a suplementação com B. toyonenesis foi capaz de modular a 

resposta imune de camundongos vacinados com uma vacina recombinante contra BoHV-5, 

sendo observado o aumento nos níveis de imunoglobulinas totais no soro em comparação ao 

grupo controle [27].   

Foi intenção do estudo, através da estimulação das PBMCs caninas, contribuir para o 

esclarecimento de como o probiótico B. toyonensis pode modular a resposta imune. A 

literatura indica que os probióticos tem a capacidade de ativar as células imunes, e estas 

responderão produzindo e secretando as citocinas [32]. Citocinas são proteínas que tem o 

potencial de direcionar e regular a resposta imune no organismo [11]. Após a ingestão, o 

microrganismo probiótico chega ao maior órgão imunológico que é o trato digestório [28]. 

Neste ambiente, os probióticos encontram as células dendríticas que são cruciais na conexão 

da imunidade inata e adaptativa [14], além de interagir com as células epiteliais intestinais, 

linfócitos e macrófagos [8]. Receptores de reconhecimento de padrões (PRR), como os Toll-

like, estão nas células dendríticas (DCs), fazendo com que estas células sejam capazes de 

reconhecer e responder a certos padrões que são associados à célula bacteriana, que neste caso 

é o probiótico. A partir disso, são ativadas vias de sinalização nas DCs, que respondem 

secretando as citocinas que irão atuar sobre os Linfócitos T auxiliares (LTh). Então, estes 

linfócitos direcionaram qual o tipo de resposta que será desencadeada, podendo ser Th1, Th2, 

Th17 ou Treg [14, 9]. 
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O IFN-γ é uma importante citocina relacionada com a ativação de macrófagos, células 

Natural Killer e melhora a apresentação de antígenos por aumentar a expressão de MHC II 

nas células apresentadoras de antígenos [21]. A presença desta citocina sugere uma 

polarização para a via de diferenciação Th1, a qual é indispensável para o controle de 

patógenos intracelulares [21], sendo essencial em uma resposta imune contra vírus. A citocina 

IL-4 indica a presença de populações de linfócitos que foram diferenciados em Th2, a qual é 

fundamental para a resposta imune humoral, pois favorece a produção de anticorpos [21, 22]. 

IL-4 desempenha papel essencial na mudança de classe dos linfócitos B para secretar a IgE, 

que é responsável por ativar células imunes inatas, como os basófilos e mastócitos [22]. Por 

fim, a IL-17 é uma citocina eficiente indutora de inflamação, gerando a infiltração celular e a 

produção de outras citocinas pró-inflamatórias [16]. O subtipo de linfócitos Th17 foi 

descoberto mais recentemente e apresenta-se como importante na proteção contra infecção 

por microrganismos extracelulares [17]. Nós analisamos neste estudo que quando as PBMCs 

caninas foram estimuladas com o DNA, com células vegetativas e com os esporos de B. 

toyonensis houve a expressão dessas importantes citocinas citadas acimas, que são capazes de 

atuar junto ao LTh. Esta observação tem sua importância em sugerir que há uma estimulação 

independente do componente. Diferentes porções deste microrganismo podem estar 

envolvidas e se sobreporem para a promoção da modulação da resposta imunológica. Em um 

estudo conduzido com cães acometidos por enteropatia crônica em que foram coletadas 

amostras de duodeno por endoscopia e as células foram cultivadas junto a uma composição 

probiótica composta por três Lactobacillus spp., foi constatado o aumento de IFN-γ em 

resposta ao estímulo probiótico, ainda que este aumento não tenha sido significante em 

relação ao grupo controle [28]. Resultados similares aos nossos foram alcançados em estudos 

conduzidos com camundongos suplementados com B. toyonensis, onde os esplenócitos foram 

cultivados e, houve a detecção de transcrição de IL-4 [27] e de IFN-γ [25]. Em uma pesquisa 
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semelhante conduzida com ovinos, os níveis de transcrição de mRNA da citocina IL-17, IFN-

γ e IL-4 foram mais altos (p>0,05) que o controle [26]. 

 

CONCLUSÃO 

Esquemas vacinais são indispensáveis para a prevenção de doenças infecciosas como a 

parvovirose. Para a otimização dos esquemas vacinais, fatores como a janela imunológica 

devem ser considerados, especialmente em canis infectados [3,19]. A suplementação com B. 

toyonensis é um método que pode trazer benefícios por melhorar a resposta à vacinação 

[25,27] e ser um microrganismo vantajoso para a incorporação nas rações nos processos 

industriais [5]. No presente estudo observamos o aumento de IgG mediado pela 

suplementação com B. toyonensis, o que pode sugerir uma amplificação da resposta vacinal 

contra a parvovirose. Entretanto, mais pesquisas devem ser realizadas para que os 

mecanismos de atuação deste microrganismo probiótico sejam elucidados, bem como para 

que sejam esclarecidos como ocorrem seus efeitos benéficos na espécie canina. 
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4 Considerações Finais 
 

Os resultados obtidos através da revisão de literatura permitem concluir que 

muitos dos estudos conduzidos na espécie canina tiveram como objetivo avaliar o 

efeito dos probióticos quando os cães passavam por perturbações relacionadas ao 

trato gastrointestinal, sendo procedidas observações principalmente clínicas. De 

fato, poucas pesquisas tinham a finalidade de esclarecer os mecanismos de atuação 

dos probióticos nesta espécie animal, o que ressalta a importância de que estudos 

com animais sadios e com um maior controle sejam realizados. Também foi possível 

constatar benefícios adicionais gerados por probióticos que já foram alcançados em 

humanos e, devido a isso, existe um amplo campo de estudo a fim de verificar se 

estes efeitos se estendem a espécie canina.  

Este estudo concluiu que a suplementação com B. toyonensis foi capaz de 

modular a resposta imune humoral de cães vacinados contra a parvovirose e que a 

estimulação das PBMCs caninas com componentes do B. toyonensis resultou na 

transcrição de mRNA de um perfil das citocinas IL-4, IL-17 e IFN-γ que diferiu 

conforme o estímulo aplicado. 
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