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1. INTRODUCAO

Vacinas de subunidade baseadas em antigenos recombinantes sG0 menos
reatogénicas, porém muitas vezes pouco imunogénicas assim vacinas de
subunidades sédo geralmente administradas com adjuvantes para aumentar sua
imunogenicidade (MBOW et al., 2010; REED et al., 2009). Neste contexto 0s
probidticos assumem importancia, pois modulam a resposta imune podendo ser
considerados como possivel alternativa para melhorar a eficacia de vacinas
(ROOS et al., 2012, TOMASIK et al., 2003; SCHEZENMEIR & DE VRESE, 2001).

Probidticos sdo micro-organismos vivos que, quando administrados em
guantidades adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro (FAO/WHO,
2002). B. Toyoi exerce efeito imunomodulador sendo capaz de aprimorar a
eficacia de vacinas em murinos, suinos e ovinos (SCHAREK, et al., 2007; ROOS
et al., 2010).

O herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5) é o0 agente etioloégico da
meningoencefalite herpética dos bovinos. Vacinas de subunidade contra os
herpesvirus sdo desenvolvidas baseadas nas principais glicoproteinas do
envelope viral que sdo responsaveis pela ligacdo e penetracdo do virus na célula
e também medeiam as respostas imunologicas do hospedeiro a infeccao
(BABIUK et al., 1996). A glicoproteina D é essencial para penetracao do virus nas
células hospedeiras (GERAGHTY et al., 2000).

Nosso grupo relatou a expressao da glicoproteina D de BoHV-5 na levedura
Pichia pastoris e sua caracterizacdo antigénica (Dummer et al., 2009). Neste
trabalho utilizamos a glicoproteina D recombinante (rgD) de BoHV-5 como
antigeno modelo para avaliar a modulacdo da resposta imune por B. Toyoi em
camundongos vacinados com esta vacina recombinante.

2. METODOLOGIA

Os procedimentos foram realizados de acordo com as diretrizes do Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e aprovado pela Comissdo de
Etica em Experimentacdo Animal da UFPel (Projeto nimero 1881). Foram
utilizados 15 camundongos Swiss, fémeas, de 28 dias de idade, divididos em trés
grupos denominados B.T alim, B.T s.c. e controle. Os animais foram alimentados
com uma racdo comercial isenta de quimioterapicos suplementada com 1x10°
esporos vidveis de B. Toyoi gr'. O grupo B.T alim. recebeu uma racédo comercial
isenta de quimioterapicos suplementada com 1x10° esporos vidveis de B. Toyoi
gr’. O grupo B.T s.c. recebeu a racdo sem adicdo do probiético e foi
suplementado com 10°®° UFC/dose de B. Toyoi por via subcutanea (s.c)
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simultaneamente a vacina. O grupo controle recebeu a mesma racdo sem a
adicao do probiotico. Os animais de todos os grupos foram vacinados com rgD de
BoHV-5, o adjuvante utilizado foi o hidroxido de aluminio. Foram administradas
duas doses no intervalo de 21 dias, utilizando a via s.c. Amostras de sangue
foram colhidas nos dias 0, 14, 21 e 28 do experimento e 0s soros foram
centrifugados e separados, identificados individualmente e armazenados a — 20
°C até o momento de realizagdo das andlises. Os soros foram testados para 1gG
rgD especifica total, IgG1 e 1gG2a, através do ensaio imunoenzimatico (ELISA)
indireto segundo Dummer et al. (2014). Os dados foram analisados usando o
programa estatistico GraphPadPrism 11 v5.0d (GraphPad Software, CA, USA). As
médias das absorbancias dos soros dos animais de cada grupo, determinados a
partir do ELISA, foram analisadas pelo teste two-way ANOVA.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os camundongos dos grupos suplementados com B. Toyoi e do grupo
controle apresentaram aumento nos niveis de anticorpos totais (IgG) em resposta
a vacinacao realizada no dia 0 e 21 do experimento. Todos 0s animais
suplementados com o probiético B. Toyoi apresentaram niveis de IgG superiores
guando comparados ao grupo controle. O grupo B.T alim. no dia 21 do
experimento apresentou niveis de IgG 1,5 vezes maiores (p<0,05) quando
comparado ao grupo controle. No dia 28 ente grupo apresentou niveis de 1gG 2,7
vezes maiores (p<0,001) quando comparados ao controle (Figura 1A). Os animais
suplementados com 10° UFC/dose de B. Toyoi por via s.c simultaneamente &
vacina, no dia 21 do experimento, mostraram niveis de IgG superiores, quando
comparados ao grupo controle (2,1 vezes, p<0,001), no dia 28 este grupo
continuou demonstrando aumento nos niveis de IgG em relacdo ao grupo controle
(2,6 vezes, p<0,001) (Figura 1A).
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Figura 1. (A) Niveis totais de IgG no soro de camundongos vacinados com a rgD
e suplementados com o probiético B. Toyoi. Os dados representam as médias ( +
E.P.M) dos valores de ELISA das amostras de soro dos camundongos coletadas
no dia 14, 21 e 28. . (B) Titulacédo dos niveis totais de IgG, os dados representam
as médias (+ E.P.M) dos valores de ELISA de pool de soros dos grupos no dia 28
do periodo experimental. Asteriscos (*) representam * p<0,05, *** p<0,001
diferenca estatistica teste two-way ANOVA.

Neste trabalho observamos o efeito modulador de B. Toyoi ha resposta
imune de camundongos vacinados com rgD de BoHV-5, através da
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suplementacdo com o probidtico na alimentacdo e pela administracdo de 10°
UFC/dose de B. Toyoi simultaneamente a vacina. Resultados similares foram
observados em camundongos que receberam este probidtico na alimentacdo e
foram vacinados com uma vacina inativada de BoHV-5 (ROOS et al, 2012). Em
suinos a suplementacdo com B. Toyoi aumentou os titulos de anticorpos em
leitdes vacinados contra micoplasma e influenza, demonstrando que este
probidtico estimula o aumento de populacdes celulares da imunidade sistémica
(SCHAREK, et al., 2007).

Na titulacdo dos soros realizada no dia 28 observou-se que 0O grupos
suplementados apresentaram titulos maiores de IgG em relacdo ao controle. O
grupo que recebeu a suplementacdo com B. Toyoi na alimentacdo (B.T alim.)
apresentou titulos de IgG (1/6400) duas vezes maiores em relagdo ao controle
(1/3200). Estes resultados reforcam a modulacdo da resposta imune humoral
mediada pelo probidtico B. Toyoi. O grupo que foi suplementado com 10°
UFC/dose (B.T s.c.) teve titulos (1/25600) oito vezes maiores quando comparado
ao controle. Os altos titulos apresentados por este grupo demonstram a
capacidade de B. Toyoi modular a resposta imune vacinal mesmo sendo
administrado pela via s.c. (Figura 1B).

A modulacéo na resposta imune mediada pelo probiotico foi observada no
perfil de isotipos de imunoglobulinas IgG1 e IgG2a. No dia 28 houve aumento nos
niveis de 1gG2a nos grupos suplementados com B. Toyoi em relacdo ao grupo
controle, enquanto os niveis de IgGl se mantiveram semelhantes. (Figura 2).
Estes resultados sugerem uma tendéncia para o desenvolvimento de uma
resposta de Thl. Esta observacdo € de grande importancia no desenvolvimento
da resposta imune vacinal, pois uma resposta imune Thl €& mais eficaz no
controle de infec¢des causadas por virus (PINTO et al., 2006).
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Figura 2. Perfil de isotipos de imunoglobulinas de camundongos vacinados com
rgD e suplementados com o probidtico B. Toyoi. Os dados representam as
absorbancias a 492 nm demonstrados por ELISA indireto obtidas das amostras de
soro em pool dos camundongos vacinados com a rgD e suplementados com o
probidtico B. Toyoi e grupo controle. Niveis de IgG1l (barra cinza) e niveis de
IgG2a (barra preta) no dia 28 do experimento.

4. CONCLUSOES

O presente estudo indica que o probidtico B. Toyoi apresenta efeito
imunomodulador em camundongos vacinados com a rgD de BoHV-5,
constituindo-se numa alternativa para aumentar a eficacia de vacinas
recombinantes. Os camundongos suplementados apresentaram niveis de 1gG
aumentados e mudanca de perfil de isotipos de imunoglobulinas de IgG1 para
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IgG2a, induzindo para uma resposta Thl. Nossos resultados sugerem que B.
Toyoi tem potencial promissor como adjuvante de vacinas viricas.
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