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1. INTRODUCAO

A vacinacdo com DNA é uma das mais promissoras técnicas de imunizacéo
contra uma variedade de patdgenos e tumores, para 0s quais 0s métodos
convencionais ndo tém sido eficientes. Estas comparadas as vacinas
convencionais estdo associadas a maior estabilidade e seguranca, sao facilmente
preparadas em larga escala com pureza elevada, apresentam baixo custo de
producdo, estimulam uma resposta imune prolongada tanto humoral quanto
celular (Alpar HO & Bramwell VW, 2002) e expressam a proteina com uma
conformacao mais proxima da sua forma nativa (Coban C. et al, 2013). Entretanto
induzem, frequentemente, baixos titulos de anticorpos (Wang S. et al, 2000),
fazendo com que sejam necessarias repetidas imunizagbes intramusculares
(Zhang X. et al, 2007).

Adjuvantes auxiliam os antigenos a desencadearem a resposta imune mais
cedo, com menor carga dos antigenos e com longa duracéo, ajudando o custo de
producdo destas vacinas (Gupta & Siber, 1995). Probio6ticos sdo definidos como
micro-organismos vivos que, quando administrados em concentracdes
adequadas, conferem beneficio a salde do hospedeiro (OMS, 2001). Cepas
probidticas com efeitos imunoestimuladores sdo capazes de aumentar as
respostas imunes especificas a antigenos, podendo, desta forma, serem usadas
como adjuvantes vacinais (Licciardiand Tang, 2011; Olivares et al., 2007).
Saccharomyces boulardii (S. boulardii) € uma levedura probidtica que apresenta
propriedades imunomoduladoras devido ao aumento de citocinas anti-
inflamatorias, reducdo de citocinas pro-inflamatorias, secrecdo de fatores que
modulam a restituicdo de células intestinais, ativagdo de células dendriticas e a
proliferacdo de células-T (Thomas S. et al, 2009; Canonici A. et al 2011).
Entretanto, ainda néo foi avaliada como um adjuvante em vacinas de DNA.

Leptospirose é uma zoonose de ocorréncia mundial (WHO, 1999) causada
por espiroquetas do género Leptospira.

Proteinas presentes na membrana da leptospira vém sendo produzidas de
forma recombinante e demonstrando serem antigenos vacinais protetores
(COUTINHO et al, 2011). Dentre estas proteinas, destacam-se as adesinas, em
especial a LigB, pertencente a superfamilia das Immunoglobulin-Like (Lig), sendo
caracterizada por apresentar repeticdes de 12 a 13 dominios de afinidade por
imunoglobulina, possuindo ainda alta identidade em sua regido dita conservada,
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na porcdo N terminal (LigBrep) em relacdo a outras proteinas da mesma familia
(MATSUNAGA et al, 2003). Seu papel na patogénese durante a infeccado esta
relacionado com sua ligacdo a componentes da matriz extracelular, favorecendo a
invaséo e ligacdo as células do hospedeiro (Ko et al, 2009).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a capacidade da levedura S.
boulardii potencializar a resposta imune celular de uma vacina de DNA utilizando
como imundgenos as sequéncias génicas de fragmentos da proteina LigB de
Leptospira utilizando camundongos BALB/c como modelo animal.

2. METODOLOGIA

A fermentacdo para obtencdo da levedura S. boulardii proveniente do
Laboratério de Imunologia Aplicada (CDTec — UFPel) foi realizada em caldo YPD
e, apos o processo fermentativo, as células foram recuperadas e armazenadas
em 500 mL de solucéo salina (NaCl 0,9%) estéril sob refrigeracao.

A expansdo do plasmideo de expressdo em eucariotos contendo o gene
ligBrep (pTARGET/ligBrep) previamente construido por Forster et al. (2013) e a
expressao da proteina LigBrep em larga escala por transformacdo em E. coli
BL21 (DE3) STAR foram realizados conforme Sambrook e Russel (2001).

Foram utilizados camundongos fémeas BALB/c, mantidos de acordo com
as normas internacionais e em consonancia com 0s principios éticos de
experimentacéo animal (COBEA), segundo projeto aprovado pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal (CEEA) da UFPel (registro n°® 7603). Foram utilizados
X animais divididos em 2 grupos, G1 e G2. Os animais do G1 foram alimentados
somente com dieta sem o probidtico (grupo controle). Os animais do G2 foram
alimentados com dieta isenta de antimicrobianos contendo 10° UFC de S.
Boulardii.

O protocolo de imunizacdo consistiu de trés doses via intramuscular com
100 pg do plasmideo pTARGET/ligBrep (dias 1,14 e 21 do inicio da imunizacao).
Para avaliagdo da resposta imune celular no 34° dia, os animais receberam uma
dose contendo 50 pg da proteina rLigBrep, via intraperitoneal e no 37° dia
amostras de sangue foram coletadas e acondicionadas em eppendorfs com
EDTA. Posteriormente, 500 pL dessas amostras foram transferidas para
eppendorfs livres de RNAse, 1,3 mL de solucdo RNA latter foram adicionados e o
material foi armazenado a -70 °C.

A resposta imune celular foi avaliada segundo protocolo descrito por
Barjesteh et al. (2013) com modificacGes. Para a reacao em cadeia da polimerase
transcriptase reversa quantitativa (QRT-PCR) em tempo real foram realizadas trés
extracBes do RNA total a partir de trés pools de amostras com 50 pL de sangue
provenientes de cada animal para cada grupo (G1 e G2). Para a sintese de cDNA
foram utilizados 0,5 pg de RNA. As reacdes de gRT-PCR foram realizadas no
Stratagene ® utilizando o SYBR ® e os primers descritos na tabela 1. Os dados
obtidos foram expressos em Ct, as amostras foram analisadas utilizando o
software REST 2009 e a taxagénica de expressao relativa foi calculada em
relacdo a expressdo do GAPDH na reacdo de gqRT-PCR em tempo real para
avaliacdo da expressao relativa das citocinas IL-4, IL-10, IL-12, IL-17, IFN-y e
TGF-R.

Tabela 1 - Sequéncias dos primers utilizados na reacédo de gRT-PCR em tempo
real para avaliagao da expresséo relativa das citocinas IL-4, IL-10, IL-12, IL-
17,IFN-y e TGF-R.

Correlacdo | Eficiéncia | TM**

R %) - Sequéncia Gene
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0,95 88 60°C | F*5° CCAAGGTGCTTCGCATATTT3’ IL-4

R** 5> ATCGAAAAGCCCGAAAGAGT3’

0,99 99 60°C | F5 TTTGAATTCCCTGGGTGAGAA 3° IL-10

R 5> ACAGGGGAGAAATCGATGACA 3’

0,95 95 60°C | F5° AGCACCAGCTTCTTCATCAGG3’ IL-12

R 5’CCTTTCTGGTTACACCCCTCC3’

0,98 73 60°C | F5° TTCATCCACTGTCCCACTGA 3’ IL-17

R 5’ GTTCCTCTATGGGGTCGTCA 3’

0,91 93 60°C | F5° GCGTCATTGAATCACACCTG 3’ IFN-y-gama

R 5>TGAGCTCATTGAATGCTTGG 3’

0,97 80 60°C | F5° GCAACATGTGGAACTCTACCAGAA 3’ TGF-B

R 5 GACGTCAAAAGACAGCCACTCA ¥

0,98 95.0 60°C | F '5” AACGCCCTTCATTGAC ¥’ GAPDH

R 5’ TCCACGACATACTCAGCAC 3°

*F. forward **R: reverse **TM: Temperatura média de fusédo

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

. Neste estudo foi demonstrado que o uso do S. boulardii como adjuvante
foi capaz de aumentar significativamente os niveis de IL-10.

A IL-10 atua como fator de sobrevivéncia para linfocitos B, aumenta a
producdo de imunoglobulinas, é mediadora dos efeitos imunoestimuladores de
linfécitos T (Llorente et al., 1995) e pode aumentar a eficacia de vacinas (Mocellin
S. et al, 2005). Além disto, estd associada a um melhor progndstico da
leptospirose em hamsters e com a reducdo da gravidade das lesdes
histopatolégicas (Faisal et al., 2008). Assim, o S. boulardii apresenta potencial
para ser usado como adjuvante em vacinas de DNA. O uso de adjuvantes, além
potencializar a acao da vacina, pode permitir uma redugéo na quantidade de DNA
utilizado e, com isto, uma reducao no seu custo de fabricacdo. Ainda, por ser uma
levedura ndo patogénica, o S. boulardii apresenta a vantagem de ndo possuir

efeitos adversos.
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Figura 1: Niveis de mRNA de citocinas IL-4, IL-10, IL-12, IL-17, IFN-y e TGF-B,
avaliados através de gRT-PCR em tempo real.

4. CONCLUSAO
Com este estudo pode-se avaliar a capacidade de S. boulardii de
potencializar a resposta imune celular de uma vacina de DNA através do aumento
da expressao da IL-10, mostrando que este probidtico tem potencial para ser
empregado como adjuvante de vacinas de DNA.
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