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RESUMO

ROOS, Talita Bandeira. Efeito imunomodulador de Bacillus cereus var
Toyoi e Saccharomyces boulardii em animais vacinados contra
Herpesvirus Bovino tipo 5. 2009. 89f. Tese (Doutorado) — Programa de P0s-
Graduacdo em Veterinaria. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.
Orientador: Fabio Pereira Leivas Leite.

A imunizacdo dos animais domésticos para controlar as doengas infecciosas,
iniciada h& mais de um século, tem despertado novo interesse em vista das
restric6es impostas pelos mercados consumidores ao uso de antibidticos e
outros quimioterapicos. Vacinas mais eficientes e com menores efeitos
colaterais foram desenvolvidas mediante a utilizacdo de adjuvantes e antigenos
purificados. Probidticos modulam a resposta imune, potencializando o efeito
das vacinas, o que abre uma nova perspectiva de sua utilizagdo. Bacillus
cereus var. Toyoi e Saccharomyces boulardii resistem as condi¢des
ambientais, o que facilita seu uso na elabora¢ao, conservacdo e administracao
de racbes para animais. O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos
imunomoduladores de Bacillus cereus var. Toyoi e Saccharomyces boulardii na
resposta imune em animais durante e ap0s parar sua administracdo. Foram
realizados dois experimentos, um com camundongos e outro em ovinos. Em
cada experimento os animais foram divididos em trés grupos, sendo um
suplementado com B. cereus var. Toyoi, outro com S. boulardii e o terceiro sem
suplementacdo grupo controle. Como modelo experimental foi utilizado uma
vacina inativada contra BoHV-5. Foram utilizados, soroconversdo e
soroneutralizacdo, para avaliacdo da resposta imune humoral e expressao de
citocinas, de esplendcitos ou leucdcitos periféricos, para avaliacdo da resposta
celular. Todos o0s grupos mostraram aumento dos niveis de anticorpos em
razdo da vacinacdo. Os animais suplementados apresentaram niveis de
anticorpos superiores, quando comparados ao grupo controle, durante a
suplementacdo assim como ap0s sua suspensdo. Nos animais suplementados
foi observada uma alteracao no perfil da resposta imune de Th2 para Thl este
efeito observado através dos dados representados pelo perfil de citocinas, bem
como pelo isotipo de IgG. Cada probiotico apresentou um perfil distinto de
citocinas, sugerindo que a imunomodul¢cdo mediada por B. cereus var. Toyoi e
S. boulardii possuem mecanismos distintos. Estes dados sugerem que a
utilizacéo de probioticos a base de B. cereus var. Toyoi e S. boulardii séo
eficientes moduladores da resposta vacinal, sendo uma alternativa viavel a
incrementar a eficiéncia de vacinas comercias.

Palavras-chave: probioticos, imunomodulagéo, vacinas.



ABSTRACT

ROOS, Talita Bandeira. Evaluation of the effects of Bacillus cereus var.
Toyoi and Saccharomyces boulardii on the immune response of animals
vaccinated against bovine type-5 herpesvirus (BoHV-5). 2009. 90f. Tese
(Doutorado) — Programa de PoOs-Graduagdo em Veterinaria. Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas. Adviser: Fabio Pereira Leivas Leite..

The immunization of livestock as a means to control infectious diseases began
more than a century ago. It has however aroused new interest in view of new
demands by consumer markets, restricting the use of antibiotics and other
chemotherapeutical drugs. In addition, more effective vaccines, with fewer side
effects, have been developed through the use of adjuvants and purified
antigens. Probiotics modulate the immune response, enhancing the effect of
vaccines, which opens up a new perspective on their possible uses. Bacillus
cereus var. Toyoi and Saccharomyces boulardii are resistant to environmental
conditions, which facilitate their use in the production, conservation and
management of animal feed. The objective of the present study was to evaluate
the immunomodulatory effects of Bacillus cereus var. Toyoi and
Saccharomyces boulardii on the immune response of animals both during and
after the interruption of its administration. Two experiments were conducted,
one with mice and the other with sheep. In each experiment, the animals were
divided into three groups, one supplemented with B. cereus var. Toyoi, another
with S. boulardii and the third was the control group, i.e., without
supplementation. As experimental model we used an inactivated vaccine
against BoHV-5. Seroconversion and neutralization were used to evaluate the
humoral immune response and cytokine expression in splenocytes and
peripheral leukocytes, so as to evaluate the cellular response. All of the groups
showed increased levels of antibodies due to vaccination. The calves fed
probiotics had higher antibody levels than the control group both during
supplementation and after its suspension. In the supplemented animals a
change was observed in the profile of the immune response in Thl as
compared to Th2. This effect was observed through the data represented by the
cytokine profile, as well as through the IgG isotype. Each probiotic had a distinct
profile of cytokines, suggesting that the B. cereus var. Toyoi and S. boulardii
mediated immunomodulation have distinct mechanisms of action. These data
suggest that the use of B. cereus var. Toyoi and S. boulardii probiotics are
effective modulators of vaccine response, and are a viable alternative for
increasing the efficiency of commercial vaccines.

Key-words: probiotic, immunomodulation, vaccine.
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INTRODUCAO GERAL

A competitividade imposta pelo mercado globalizado fez com que os
produtores e pesquisadores buscassem alternativas para intensificar os
sistemas de producdo. Uma destas possibilidades é a selecdo genética, a fim
de se obter animais com maior capacidade produtiva. Consequentemente, para
atingir o maximo de produtividade, a suscetibilidade dos animais a doencas
pode se tornar maior, sendo necessario um controle sanitario cada vez mais
eficaz.

Uma alternativa utilizada para o controle sanitario é a adicdo de
antimicrobianos em doses sub-terapéuticas a racdo animal, os quais Ssao
utilizados tanto como promotores de crescimento quanto para controlar
doencas infecciosas. Entretanto, a adicdo de antimicrobianos pode deixar
residuos nos produtos ou subprodutos de origem animal, além de induzirem o
aumento de populacGes bacterianas resistentes. Assim alguns paises tém
restringido a entrada de produtos obtidos de animais nos quais se tenham
utilizado antibiéticos no processo de producdo, existindo uma tendéncia
mundial pela escolha de produtos com menores riscos a saude.

A imunizacdao através da vacinacao € alternativa comprovadamente mais
eficiente no controle sanitario. Desde a descoberta das primeiras vacinagcdes
realizadas por Jenner e Pasteur nos séculos XVIII e XIX, houve uma grande
evolucdo no desenvolvimento de vacinas. Além daquelas consideradas
tradicionais, compostas de patdégenos vivos atenuados, organismos inteiros
inativados ou de toxinas bacterianas inativadas, varias novas abordagens tém
sido propostas. Assim, surgiram as vacinas de subunidades, vacinas
recombinantes e vacinas de DNA.

Este recente progresso no desenvolvimento de vacinas tem permitido a
sua utilizacdo ndo apenas de modo profilatico, mas também no tratamento do
cancer, infeccdes crbénicas e desordens imunoldgicas. Contudo, apesar do
grande avango tecnoldgico, muitas vacinas Sdo pouco imunogénicas ou néo
conferem uma resposta imune capaz de prevenir a enfermidade. Uma
alternativa possivel para a melhoria destas vacinas é a modulacédo do sistema

imunoldgico por outros meios, tais como o uso de probidticos.
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A proibigdo da utilizagéo dos antibitticos na alimentag&o animal, somado
a necessidade de melhoria na resposta imune vacinal, aumenta a busca por
alternativas aos antibidticos, utilizados tanto como promotores de crescimento
como na prevencdo de doencas. Uma opcdo que vem sendo estudada nas
ultimas décadas como possivel substituinte aos promotores de crescimento, é
a utilizacdo de probidticos, que tem apresentado resultados promissores. Os
probidticos tém sido utilizados na prevencado e no tratamento de doencas, na
regulacdo da microbiota intestinal, no controle de distirbios do metabolismo
gastrintestinal, na inibicdo da carcinogénese, como promotores de crescimento
e como imunomoduladores. Atualmente é reconhecido que os probiGticos
podem modular a resposta imune, potencializando a resposta as vacinas, o que
abre uma nova perspectiva de sua utilizagéo.

Pesquisas feitas na area de probidticos sdo direcionadas para avaliacao
da resposta imune de animais submetidos a dietas suplementadas com
microrganismos probioticos. Os efeitos benéficos destes microrganismos
probioticos tém sido observados na resposta imune inata, celular ou humoral. A
capacidade dos probidticos em modular a resposta imune tem sido estudada, e
sao descritos efeitos como proliferacdo de leucécitos, producéo de anticorpos,
aumento da atividade fagocitaria e inducdo da producéo de citocinas.

A grande maioria dos trabalhos realizados nesta area utiliza espécies
animais monogastricas, ressaltando a necessidade do estudo do efeito
imunomodulador dos probidticos em ruminantes. Somado a este fato, a maioria
dos estudos realizados nesta area tem utilizado lactobacilos ou bifidobactérias,
gue sSao microrganismos que apresentam restricbes em sua administragcdo na
alimentacao animal. O uso de microrganismos como, Saccharomyces boulardii
e o0 Bacillus cereus var. Toyoi, que possuem uma maior resisténcia as
condi¢cbes ambientais sdo mais recomendados para utilizacdo em sistemas de
producédo animal.

O presente projeto esta registrado no COCEPE sob o numero
5.05.00.004 e tem o apoio financeiro da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do
Estado do Rio Grande do Sul (FAPERGS 0523299) e do Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq 474509/2004-4).
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HIPOTESE

Os probioticos Bacillus cereus var. Toyoi e Saccharomyces boulardii

possuem efeito modulador na resposta imune vacinal.

OBJETIVO GERAL

Estudar os efeitos imunomoduladores de Bacillus cereus var. Toyoi e

Sacharomyces boulardii na resposta imune vacinal.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar a resposta imune nos animais suplementados com probiotico.

2. Avaliar o perfil (Thl/Th2) da resposta imune nos animais
suplementado com probidticos.

3. Avaliar a produgéo in vitro de citocinas produzidas por leucécitos
estimulados com probi6ticos.

4. Avaliar a producdo ex vivo de citocinas produzidas por leucdcitos de

animais imunizados suplementados com probidticos.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Probioticos

Uma das mais promissoras areas de desenvolvimento de alimentos
funcionais tem sido o uso de probidticos e prebiéticos devido a sua funcédo
relacionada diretamente com a saude do hospedeiro (ERICKSON &
HUBBARD, 2000). A imunizacdo dos animais domésticos para controlar as
doencas infecciosas, iniciada hd mais de um século, tem despertado novo
interesse em vista das restricGes impostas pelos mercados consumidores ao
uso de antibidticos e outros quimioterapicos, tanto para uso terapéutico, para a
prevencdo das doencgas ou para incrementar a eficiéncia alimentar.

A alternativa mais promissora para substituicdo dos antibioticos sé&o os
probioticos, microrganismos que ndo deixam residuos nos alimentos de origem
animal e que sao utilizados h& décadas visando a substituicdo dos antibidticos
(KREHBIEL et al., 2003; COPPOLA & GIL-TURNES, 2005). Como resultado,
aumentou o interesse pelo estudo dos efeitos dos probidticos na saude e
producdo animal (KREHBIEL et al., 2003), assim como O interesse na
fabricacéo e utilizacdo de vacinas mais eficientes (HONG et al., 2005).

O termo probidtico deriva do grego e significa “a favor da vida”, sendo o
anténimo de antibiotico, que significa “contra a vida”, e ainda que ao longo dos
anos o termo teve diferentes acepcdes, atualmente é utilizado para designar
preparacdes ou produtos que contém microrganismos viaveis definidos e em
guantidade adequada, que alteram a microbiota prépria das mucosas por
implantacdo ou colonizagdo de um sistema do hospedeiro, produzindo efeitos
benéficos em sua saude (SCHREZENMEIR & DE VRESE, 2001).

A maioria das informagfes sobre a influéncia dos probidticos até o
momento foram obtidas com estudos baseados na utilizagdo de lactobacilos ou
bifidobactérias, bactérias utilizadas na alimentacdo humana e que sao dificeis
de armazenar e administrar para animais. Bacillus cereus var. Toyoi e
Saccharomyces boulardii, pelo contrario, resistem as condicées ambientais o
gue facilita seu uso na elaboracéo, conservacdo e administracdo de racdes
para animais (GIL-TURNES et al., 1999).
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Apesar de que a maioria dos experimentos utilizando suplementacéo
com probidticos apresentam resultados positivos, porém os mecanismos de
acao envolvidos ndo estdo bem elucidados. Inicialmente os microrganismos
utilizados na alimentacdo animal foram espécies de Lactobacillus (STERN &
STORRS, 1975), seguido por Enterococcus, Pediococcus e Bacillus, além de
algumas espécies de leveduras como Saccharomyces cerevisiae e S. boulardii
(GUILLOT, 1998; THOMKE & ELWINGER, 1998).

Os trabalhos de validacdo de probidticos em ovinos sdo escassos,
porém algumas pesquisas mostraram efeitos benéficos. Cordeiros
suplementados com probidticos da primeira até a quinta semana de vida
tiveram uma reducdo no indice de diarréia, diminuindo a contagem de
microrganismos de 5,6 logio para 4,4 logio (LEMA et al., 2001) e um aumento
no ganho de peso de em média 26,38% (BRASHEARS et al., 2003), enquanto
o probidtico PIONEER PDFM® incrementou o ganho de peso diario em 3,65%,
a ingestdo de leite em 6,25% e a conversdo alimentar melhorou em 2,34%
(ANTUNOVIC et al., 2005). Ovinos suplementados com Bacillus licheniformis e
B. subtilis apresentaram aumento de 130 mL da producéo de leite e taxa de
mortalidade 5,3% menor que cordeiros ndo suplementados (KRITAS et al.,
2006).

TABELEAO et al. (2006) comunicaram que as concentracdes de glicose
sanguinea, triacilglicerol e colesterol ndo foram diferentes (p>0,05) em
cordeiros suplementados com B. cereus var. toyoi, S. boulardii, Monensina e
nos controles. No entanto, as concentracées de uréia foram 26,64% maiores
(p<0,05) nos ovinos suplementados com B. cereus var. toyoi, diferindo dos
demais, exceto dos que receberam Monensina, concluindo que a utilizacéo de
probiodticos na alimentacdo de ruminantes foi eficiente, visto que as alteracdes
ruminais ndo foram expressivas e as metabolicas foram benéficas, além de néo
deixarem residuos na carcacga.

Pesquisas realizadas em gado de leite com Saccharomyces cerevisiae
demonstraram que a digestibilidade de proteina bruta e hemicelulose
aumentaram em vacas nao lactantes. No entanto, a digestibilidade da matéria
seca e fibra detergente acida permaneceu inalterada (WIEDMEIER et al.,
1987). Aspergillus oryzae adicionado a racdo aumentou a digestibilidade no

rimen e no trato digestivo total, ndo sendo afetadas a concentracao de acidos
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graxos volateis e amoénia (GOMEZ-ALARCON et al., 1990), assim como a
producdo diaria de leite (GOMEZ-ALARCON et al., 1991), resultados similares
os de KELLEMS et al. (1990).

ROTH & KIRSCHGESSNER (1988) comprovaram que terneiros que
receberam racdo contendo B. cereus var. Toyoi na concentracdo de 1x10°
esporos viaveis por kg aumentaram o ganho de peso em 3,9 % e melhorando a
converséo alimentar em 3,2 %.

Alguns probioticos modulam a resposta imune, potencializando a
resposta as vacinas, o que abre uma nova perspectiva de sua utilizagcdo (AVILA
et al, 2000). Embora sejam escassas as pesquisas sobre o efeito de probidticos
na imunidade de ruminantes, estes efeitos na imunidade de outras espécies
sao mais estudados, embora os processos envolvidos ainda ndo sejam bem
esclarecidos, podendo envolver um ou varios componentes da resposta imune
(ERICKSON & HUBBARD,2000).

2. Sistema Imune

A mucosa intestinal possui mecanismos capazes de degradar e repelir o
material reconhecido como estranho ao hospedeiro. Além disso, a existéncia
de um sistema imune altamente especializado auxilia na protecao da superficie
mucosa, consequentemente, do restante do organismo contra possiveis
agressdes ambientais. O sistema imune de mucosas, ou MALT (mucosa-
associated lymphoid tissues), contribui com cerca de 80% de todas as células
imunes, formando o maior sistema linféide dos mamiferos. O MALT, por estar
presente em locais mais expostos a microrganismos, € o responsavel pela
principal protecdo das mucosas a colonizacdo de patdgenos e impede a
absorcdo de antigenos nédo degradados, diferenciando adequadamente qual o
tipo de resposta que deve ser montada, além de regular a intensidade da
resposta imune, evitando danos teciduais colaterais (CUMMINGS et al., 2004).

Os microrganismos comensais, assim como o0s probidticos, competem
com os patogénicos, dificultando a colonizagcdo nas células intestinais. Os
microrganismos que conseguem penetrar a camada epitelial, formada pelos
enterocitos, sdo fagocitados. A penetracdo no intestino também pode

acontecer através das células M, que estdo presentes sobre as Placas de
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Peyer e entre os enterocitos, formando uma camada epitelial. Estas células
englobam moléculas presentes no lumen intestinal, por fagocitose ou
endocitose, transportando-as até a membrana basal e liberando-as para o
espaco extracelular (transcitose) (CUMMINGS et al., 2004; MacDONALD &
MONTELEONE, 2005).

A imunidade inata é um eficiente mecanismo de defesa contra
microrganismos, sendo dessa forma capaz de controlar as infec¢cdes antes que
a imunidade adquirida se torne eficaz. A imunidade inata consiste nas barreiras
epiteliais, fagocitos, células Natural killer (NK), sistema complemento, citocinas
e ainda outras proteinas plasmaéticas proprias da imunidade inata. Os
componentes da imunidade inata reconhecem estruturas comuns a diversas
classes de microrganismos e que nhao estdo presentes nas células do
hospedeiro (McKENNA, et al., 2005).

A imunidade inata gera moléculas que funcionam como sinalizadores
secundarios que, junto com os antigenos, ativam os linfocitos B e T,
respondendo através dos mecanismos humorais e celulares. Os mecanismos
humorais agem através do bloqueio ou neutralizacdo das moléculas agressivas
gue os agentes utilizam para invadir as células e tecidos do hospedeiro,
dependendo para isso quase que exclusivamente de anticorpos especificos
para epitopos dos antigenos. Outro mecanismo de destruicdo é a lise do
agente, ou de células do agente pelo sistema complemento. Os mecanismos
celulares promovem a fagocitose por leucocitos e a citotoxidade mediada por
células ou ainda por células e anticorpos. Cada mecanismo do sistema imune
nao atua isoladamente, um favorece o outro, e a interagcdo dos mecanismos
gue vai gerar uma resposta efetiva (McNEELA & MILLS, 2001; MacDONALD &
MONTELEONE, 2005).

Em resposta aos patdgenos, células apresentadoras de antigeno e
outras células do sistema imune secretam proteinas, chamadas de citocinas,
gue sao intermediarias em muitas reac¢Oes celulares da imunidade inata e
acabam por influenciar as células ThO para um tipo de resposta Thl, Th2,
Threg ou Thl7 (LARSSON et al., 1999). Os fatores que determinam se uma
célula T CD4 em proliferacdo vai se diferenciar em Thl, Th2 ou Threg ndo séo
inteiramente conhecidos, porém as citocinas induzidas por agentes infecciosos

(principalmente IFN-y, IL-12 e IL-4) e os co-estimuladores usados para orientar
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a resposta imune e a natureza do ligante MHC, possuem uma importancia
especial nessa diferenciacdo (BRADLEY, et al., 2000; O'GARRA & ARAI,
2000). As citocinas produzidas pelas células do sistema imune inato, nao
adaptativo, exercem fundamental papel nesse direcionamento da resposta
imune adaptativa, uma vez que esta decisdo de diferenciagdo ocorre no
primeiro contato do antigeno com as células do sistema imune (BRADLEY, et
al., 2000; O'GARRA & ARAI, 2000).

As conseqiéncias dessa decisdo sdo de extrema importancia na
resposta adaptativa, a ativacdo seletiva de células Thl induzem a uma
resposta mais direcionada para protecdo mediada por células, ao passo que a
selecdo de células Th2 proporcionam a imunidade humoral. As subpopula¢fes
mais bem descritas sdo denominadas células Thl e células Th2. As células tipo
Thl secretam varias citocinas, entre elas IL-12, IFN-y, TNF, enquanto as
células tipo Th2 secretam IL-4, IL-5 entre outras citocinas.

Inicialmente os macrofagos e as células dendriticas respondem aos
microrganismos com a producdo da IL-12. A IL-12 em contato com as células
apresentadoras de antigeno promovem a diferenciacdo das células T na
subpopulacédo Thl. Essas células em seguida produzem IFN-y. O IFN-y € uma
das mais importantes citocinas produzidas pelas células Thl por ser um
potente ativador de macroéfagos, estimular a mudanca de isotipos de anticorpos
gue promovem a fagocitose e amplificar a resposta das células T. O TNF
também é uma citocina envolvida na imunidade inata e produzida pelas células
tipo Thl, estdo envolvidos principalmente no recrutamento de neutrofilos e
mondécitos para os locais da inflamagcdo (MOSER & MURPHY, 2000;
NAKAMURA, et al., 1997).

As células Th2 estimulam a imunidade independente de fagécitos, tanto
IL-4 como a IL-10 pode inibir a proliferacdo de macréfagos e suprimir a
imunidade mediada pelas células Thl, por essa razdo a resposta imune
mediada por células pode ser determinada pelo equilibrio entre a ativagéo das
células Thl e Th2 (SEDER, et al., 1994).

As células Treg produzem IL-10 e TGF-B que bloqueia a ativacédo dos
linfécitos e macrofagos, e inibe a producdo de IL-12. As células regulatérias

também podem interagir diretamente com os linfocitos ou células
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apresentadoras de antigeno e suprimi-las por mecanismos indefinidos que néo
envolvem a producéao de citocinas (LEVINGS & RONCAROLO, 2000).

IL-17 € uma citocina que inicia um importante papel no controle da
resposta imune inata, € uma potente citocina inflamatoria. A I1L-17 € produzida
por linfocitos Tap, T yd e pelas células NK. Tem sido observada em grandes
guantidades nas doencas que acometem o sistema imune (KAIKO et al., 2007).

Dessa forma observamos que o sistema imune ndo atua por um Unico
mecanismo, ou por uma unica via de estimulagcdo, a imunidade inata age no
primeiro momento ativando as células T e B, assim o sistema imune vai gerar
respostas humorais e celulares. O sistema imune nédo atua isoladamente, cada
mecanismo favorece o0 outro, e a interacdo destes € que vai gerar uma
resposta eficiente (MCNEELA & MILLS, 2001; MacDONALD & MONTELEONE,
2005).

3. Sistema Imune X Probidticos

HERICH & LEVKUT (2002) observaram que o efeito dos probiéticos
sobre a fagocitose € dependente do microrganismo utilizado. Por exemplo, a
administracdo oral de Lactobacillus casei demonstrou protecdo contra
patdgenos intestinais devido a estimulacdo da capacidade fagocitica dos
macrofagos peritoniais e da atividade das enzimas envolvidas na fagocitose
(PERDIGON & ALVAREZ, 1992), além da estimulacdo da atividade das células
NK (KATO et al, 1984). A administracdo de bactérias acido laticas a
camundongos produziu uma melhora na atividade de macrofagos peritoniais,
pulmonares e leucécitos sanguineos (de PETRINO et al., 1995), promovendo
uma mais eficiente resposta inata.

MATSUZAKI (2000) demonstrou um aumento significativo da atividade
das células NK do baco de camundongos alimentados com Lactobacillus casei
cepa Shirota, confirmando que a administracdo deste probidtico melhora a
resposta imune inata. Em camundongos suplementados oralmente com L.
casei foi observado um aumento da atividade das células NK (HORI et al,
2003). Cepas de L. casei foram administradas oralmente a camundongos, 0s

resultados sugerem que a bactéria isoladamente apresentou um aumento da
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atividade das células NK, contribuindo para o aumento da atividade das células
NK (OGAWA, et al., 2005).

Bifidobacterium infantis inibiu a producdo de IL-17 e melhorou a
producdo de IL-27, quando as células foram estimuladas por TGF-3 e IL-6. A
inducdo de IL-10 também foi observada. Esses resultados sugerem a funcdo
imunomodulatéria do probidtico que pode ser utilizado como auxiliar no
tratamento de doencas mediadas pela resposta de células Th 17 (TANABE et
al., 2008).

Leitdes imunizados com vacina de Escherichia coli enterotoxigénica,
suplementados com Lactobacillus acidophilus, apresentaram um maior titulo de
anticorpos  (AVILA et al.,1998). Camundongos suplementados com
Bifidobacterium breve apresentaram aumento da producdo de IgA anti-
Rotavirus e de IgG antivirus contra Influenza, observando-se assim o estimulo
do sistema imune por esse microrganismo (YASUI et al., 1999). Com a
administragdo do mesmo microrganismo foi observado um aumento
significativo da quantidade de IgA em resposta a infec¢cdo por S. typhimurium
(PERDIGON et al., 1991). NICOLlI & VIEIRA (2000) evidenciaram que
camundongos suplementados com L. acidophilus ou Saccharomyces boulardii
responderam com maior eficacia a uma septicemia provocada por E. coli,
comparado com animais ndo suplementados. Ainda observaram que
camundongos suplementados diariamente com L. acidophilus ou S. boulardii,
mostraram-se mais resistentes a patégenos como Salmonella typhimurium,
Vibrio cholerae e Shigella flexneri.

De Petrino (1995) observaram que camundongos suplementados com
Lactobacillus casei apresentaram maior atividade fagocitica dos macroéfagos,
assim como das enzimas envolvidas na fagocitose (PERDIGON & ALVAREZ,
1992), além da maior atividade das células NK (KATO et al, 1984).
MATSUZAKI (2000) evidenciou um aumento da atividade das células Natural
Killer de camundongos suplementados com L. casei cepa Shirota, o que
confirma que a administracdo deste probiético melhora a resposta imune inata.
Segundo HERICH & LEVKUT (2002) os efeitos dos probidticos sobre a
resposta imune dependem do microrganismo utilizado, o que explica a

diversidade de resultados observados com diferentes microrganismos.
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Poucos trabalhos relatam estudos da influéncia de probidticos néo
pertencentes as bactérias acido-lacticas na imunidade. COPPOLA et al. (2005)
estudaram o efeito de B. cereus var. Toyoi e S. boulardii na resposta imune de
camundongos vacinados com uma bacterina de E. coli e uma vacina replicante
contra parvovirus canino. Esse autor relatou que, animais suplementados com
S. boulardii obtiveram uma resposta humoral 1,8 vezes mais alta a bacterina,
enquanto o B. cereus var. Toyoi induziu soroconversdo 9,0 vezes superior a
vacina de parvovirus canino.

Recentes estudos em nosso laboratério (ROOS et al., 2009) estudando
o efeito dos probidticos a base de S. boulardii e B. cereus var. Toyoi em
camundongos vacinados com antigeno viral e bacteriano, observaram que S.
boulardii aumentou a resposta imune humoral a ambos antigenos,
independente do adjuvante vacinal utilizado (hidréxido de aluminio ou 6leo).

Resultados semelhantes observamos em ruminantes (ROOS et al.,
2009) quando foi estudado o efeito de B. cereus var. Toyoi e S. boulardii
adicionados a alimentacao de ovinos vacinados contra Herpesvirus bovino tipo-
5, comprovando que ambos grupos apresentaram médias de soroconversao
significativamente maiores que as do grupo controle. Em ovinos vacinados com
uma bacterina monovalente de E. coli as médias de soroconversdo foram
significativamente maiores para 0s grupos que receberam racdo suplementada
com S. boulardii e B. cereus var. Toyoi como probioticos. Esses dados
demonstram que, assim como foi comprovado em animais monogastricos,
ambos probidticos exerceram efeito imunomodulador também em poligastricos
(ROOS et al. 2009). A partir das evidencias relatadas observa-se o efeito
modulador dos probidticos, porém se faz necessario uma melhor compreenséo

dos mecanismos envolvidos no efeito na imunomodulagéo.

4, Vacinas

As primeiras vacinagOes realizadas por Jenner e Pasteur nos séculos
XVIl e XIX eram préticas totalmente empiricas e se confundiram com o
surgimento da propria imunologia como ciéncia (BAZIN, 2003). Desde entao,
houve uma grande evolucdo no desenvolvimento de vacinas. Além daquelas

consideradas tradicionais, compostas de patdégenos vivos, atenuados, de
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organismos inteiros inativados ou de toxinas bacterianas inativadas, varias
novas abordagens tém sido propostas. Assim, surgiram as vacinas de
subunidades, vacinas recombinantes e vacinas de DNA.

Este recente progresso no desenvolvimento de vacinas tem permitido a
sua utilizacdo ndo apenas de modo profilatico, mas também no tratamento do
cancer, desordens imunolégicas e infec¢cbes crbnicas (BLOM & HILGERS,
2004). Contudo, apesar do grande avanco tecnoldgico, muitas vacinas sao
pouco imunogénicas ou ndo conferem uma resposta imune capaz de prevenir a
enfermidade, necessitando da associacdo com substancias que incrementem a
resposta imune (SINGH & O"HAGAN, 2002).

Desta forma, o desenvolvimento de novas vacinas e o aperfeicoamento
de vacinas ja existentes serd beneficiado com a identificacdo de novas
substancias capazes de promover e direcionar a uma resposta imune
apropriada (SINGH & O"HAGAN, 2002).

5. Herpesvirus Bovino tipo 5 (BoHV-5)

Descrito pela primeira vez em 1962 na Australia (FRENCH, 1962), o
BoHV-5 foi previamente classificado como uma variante neuropatogénica do
BoHV-1 — BoHV1.3, virus pertencente a subfamilia Alphaherpesvirinae, género
Varicellovirus (FRENCH, 1962). Tal classificacdo se deu pelas caracteristicas
morfologicas semelhantes e pelas reacdes cruzadas observadas entre as
variantes BoHV1.1 (Rinotraqueite) e BoHV1.2 (Vulvovaginite/Balanopostite)
com o agente da neuropatia. No entanto, através de comparagdes
subsequentes de mapas de restricdo do DNA viral (WHETSTONE, 1993),
reatividade com anticorpos monoclonais e testes de neutralizagcdo cruzada
(SOUZA et al., 2002) foi possivel distinguir os dois virus quanto ao genoma e
propriedades antigénicas. Em 1992, o Comité Internacional de Taxonomia de
Virus propos a classificagdo do BoHV-5 (ROIZMAN et al., 1992) e, em 2003,
DELHON et al. elucidaram o genoma completo deste virus, demonstrando a
existéncia de 85% de identidade com o BoHV-1.

Infec¢des primérias pelo BoHV-5 ocorrem principalmente através das
mucosas oculares e nasais, onde o virus ira replicar-se por mais de 15 dias e

ocasionar doenca respiratoria leve a moderada, além de eliminar ativamente
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particulas virais através do muco secretado (DIEL et al., 2005). Neste estéagio,
0s animais poderdo recuperar-se da infeccdo, desenvolver uma infeccao
assintomatica ou evoluir para doenca neurolégica fatal. A disseminacao do
virus para os tecidos cerebrais ocorre pela invasédo e replicacdo do virus nas
fibras nervosas cujas termina¢fes distribuem-se na mucosa nasal e projetam-
se para o bulbo olfatério, caracterizando a via olfatéria como principal rota de
acesso ao SNC, tanto em bovinos quanto em modelos animais infectados
experimentalmente (DIEL et al., 2005). Outra rota de disseminag¢do do virus, a
trigeminal, parece ter grande importancia no estabelecimento da infeccéo
latente, mas n&o no estabelecimento da doenca durante a infec¢cdo primaria
aguda (DIEL et al., 2005).

O maior namero de relatos de infeccdo por BoHV-5 ocorre em paises
onde ndo ha programas de vacinacdo em larga escala e onde a prevaléncia de
BoHV-1 é relativamente baixa (VOGEL et al.,, 2002). Apesar de numerosas
vacinas vivas e inativadas terem sido desenvolvidas contra o BoHV-1 (JONES
&CHOWDHURY, 2008), estas ndo impedem a formacdo de laténcia pelo
BoHV-5 ou a transmisséao viral (CASCIO et al., 1999). As vacinas inativadas,
devido ao processo de inativagdo podem perder epitopos importantes
resultando na geracdo de uma fraca imunidade protetora, e, portanto,
necessitam de imunizacgdes repetidas (CHOWDHURY; 2008).

Para a imunizacéo ser eficiente deve-se considerar tanto a inducéao de
imunidade humoral, a qual pode prevenir o estabelecimento da infec¢do, como
a inducdo de respostas imunes celulares, importantes na recuperacdo de
infeccdes pelos Herpesvirus e na reducdo da frequéncia e severidade das
recrudescéncias (BABIUK & ROUSE, 1996).
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METODOLOGIA GERAL

1. Producao do probiético

Ambos probidticos foram produzidos no Laboratério de Bacteriologia, no
Departamento de Microbiologia e Parasitologia (DEMP), do Instituto de Biologia
da Universidade Federal de Pelotas.

Os microrganismos utilizados, Bacillus cereus var. Toyoi e
Saccharomyces boulardii, tiveram procedéncia do Laboratério de bacteriologia
do Centro de Biotecnologia, UFPel, sendo gentiimente cedidas pelo Prof.
Carlos Gil-Turnes.

Para seus cultivos foi utilizado um fermentador de bancada, produzido pela
B. Braun Biotech International — BIOSTAB® - B, com capacidade para

fermentar até 10 litros (L).
e Producao de B. cereus var. Toyoi

A semente da bactéria foi ressuspensa em solucdo salina estéril e
semeada em agar sangue, contendo 8% de sangue ovino, incubada por 24
horas a 37°C. ApOs o crescimento das colbnias isoladas, foram inoculadas 3-5
colénias em cada Erlemeyers de 500 mL, contendo 150 mL de meio Infuséo de
cérebro e coracdo (BHI, Difco), previamente esterilizados. Estes foram
incubados em agitador orbital (CERTOMAT® BS-T, B. Braun Biotech
International), regulado para 200 rpm, 37 °C, permanecendo por 16 -18 horas
(h), para que o inoculo estivesse em fase final exponencial de crescimento no
momento da semeadura no fermentador. Foram inoculados 450 mL de in6culo
no fermentador contendo o volume de 9 L de meio NYSM (YOUSTEN, 1984)
liquido. As condi¢cbes do processo de fermentacdo foram controladas, o
fornecimento de ar foi mantido entre 0.5 a 1.5 L vwm para que durante o
processo se obtivesse aproximadamente 80 % de oxigénio dissolvido no meio,
bem como a agitagdo do cultivo variou de 100 a 300 rpm. A temperatura foi
mantida em 37 °C durante 96 horas de cultivo, e sem ajuste de pH durante o
processo.

Ao final das 96 h o cultivo foi centrifugado a 5000 x g por 20 minutos

(min) em refrigeragé@o e concentrado a um volume de 1 L. A suspensao final foi
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aquecida em banho maria a 80 °C durante 15 min., para eliminar formas
vegetativas do bacilo. A concentracdo de B. cereus obtida nestes experimentos
foi de aproximadamente 2,0 x 10*° UFC/mL. O controle de pureza foi realizado
em todas as etapas por esfregaco utilizando a coloragdo de Gram e através de

semeadura por esgotamento em meio de Agar sangue.

e Producgéo de S. boulardii

A semente da levedura (liofilizada) foi ressuspensa em solucédo salina
estéril e semeada em meio YPD (Levedura, Peptona e Dextrose) solidificado
com agar a 2%, incubada por 42 h a 28°C. Ap0s o crescimento das colbnias
isoladas, foram inoculadas 3-5 colonias em cada Erlemeyers de 500 mL,
contendo 150 mL de meio YPD ligquido, previamente esterilizados. Estes foram
incubados em agitador orbital CERTOMAT® BS-T, da marca B. Braun Biotech
International, regulado para 200 rpm, 28 °C, permanecendo por
aproximadamente 24 h. Foram inoculados 450 mL de in6culo no fermentador
contendo o volume de 9 L de meio YPD liquido. As condi¢cbes do processo de
fermentacdo foram controladas em aeracdo de 1L vvm durante o
desenvolvimento do processo fermentativo desta forma mantendo
aproximadamente 60% de oxigénio dissolvido. A agitacdo foi mantida em 200
rpm de forma a ndo causar dano celular e a temperatura de 28 °C durante 72 h.

Este material foi centrifugado a 4000 x g por 20 min. em refrigeracao,
suspendido em um volume de 1 L e mantido em refrigeracéo até sua utilizacéo.
Apb6s centrifugacdo a suspensao era quantificada por contagem em placa, em
média obtendo-se uma concentracdo de aproximadamente 2,0 x 10° UFC/mL.

O controle de pureza foi realizado em todas as etapas pela técnica de
Gram e através de semeadura por esgotamento em agar YPD e BHI incubados

a 28 e 37 °C, respectivamente.

2. Delineamento experimental

Experimento em camundongos: No qual foram utilizados 30
camundongos Balb C isogénicos, fémeas de 21 dias de idade. Os animais
tiveram procedéncia do biotério da UFPel. O delineamento do experimento esta

representado na figura 1.
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Figura 1: Delineamento experimental em camundongos, distribuicdo dos dias do experimento
com camundongos. Sete dias antes da primeira dose da vacina os animais foram adaptados a
respectiva racdo. A seta vermelha indica os dias de vacina, seta azul a suspensdo do
probidtico, estrela verde indica o dia do cultivo dos esplendcitos. Nos dias 0, 28, 42, 114 e 144
foi coletado sangue para obtencéo do soro.

Experimento em ovinos: Foram utilizados 30 ovinos, fémeas de 5
meses de idade (cruzamento Corriedale com Ideal). O delineamento do

experimento esta representado na figura 2.
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Figura 2: Delineamento experimental em ovinos, distribuicdo dos dias do experimento com
ovinos. Sete dias antes da primeira dose da vacina os animais foram adaptados aos
probiéticos. A seta vermelha indica os dias de vacina, seta azul a suspensao do probiético,
estrela verde indica o dia do cultivo dos esplenécitos. Nos dias 0, 28 e 63 foi coletado sangue
para cultivo dos leucocitos periféricos, nos dias 0, 7, 14, 21, 28, 42, 56 e 63 foi coletado sangue

para obtencao de soro.
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3. Suplementacao dos animais

No experimento em camundongos, o probiotico foi adicionado a racéo
dos animais. Foi utilizada racdo comercial isenta de quimioterapicos (Nuvilab
CR1, Nuvital Nutrientes S.A., PR, Brasil). A rac&o foi previamente triturada e
apos adicionado os probidticos no Laboratério de Bacteriologia, Departamento
de Microbiologia e Parasitologia (DEMP), do Instituto de Biologia da
Universidade Federal de Pelotas.

Foi preparada uma formulacdo contendo amido de milho a 8% com
racdo comercial triturada, a esta foram adicionados os probidticos S. boulardii
(1x10” UFC gr') ou B. cereus var. Toyoi (1x10° esporos viaveis de gr™) de
racao, respectivamente. Essas formulagcdes foram peletizadas e mantidas em
estufa com circulagdo de ar forcada, permanecendo por 18 horas a
temperatura de 40°C. Apos a racao foi armazenada em refrigeracdo até sua
administracao.

A estimativa da concentracdo dos probiodticos na racao foi realizada a
cada 15 dias para assegurar a manutencdo da concentragdo dos mesmos na
racdo fornecida aos animais.

No experimento em ovinos, foi fornecida a suspensédo do probidtico por
via oral & cada animal. Todos os animais foram alimentados com 2% do seu
peso vivo/dia, de racdo isenta de quimioterapicos Os animais dos grupos
suplementados receberam 1x10’ UFC de S. boulardii gr* ou 1x10° esporos
vidveis de B. cereus var. Toyoi gr' de racéo. A suspensdo dos probiéticos foi
mantida em refrigeracdo e a estimativa da concentracdo dos probiéticos na
suspenséo foi realizada a cada sete dias para assegurar a presenca da

concentracdo dos mesmos na suspenséo fornecida aos animais.

4. Vacina

As vacinas foram preparadas utilizando como antigeno uma amostra de
Herpesvirus bovino tipo-5 (BoHV-5), isolado no Laboratério de Virologia e
Imunologia da UFPel, cultivado em cultura de células MDBK (Madin-Darby

Bovine Kidney). Foi utilizada uma concentracdo de 1x10° dose infectante em
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cultura de tecido (DICTsg) mL e inativados por bromoetilamina — BEI
(C2H7Br2N - Merck), 20 mM, pH 7.5.

No experimento realizado com camundongos foi utilizada uma
formulagdo utilizando 15% de hidroxido de aluminio, enquanto nos ovinos foi

utilizada uma formulacéo oleosa (50% antigeno 50% oleo, Montanide).

5. Avaliacdo darespostaimune
5.1 — Soroconversao

ELISA

Os anticorpos totais foram avaliados por ELISA, utilizando-se placas de
poliestireno com 96 cavidades. Seguiram-se protocolos padrées (CROWTHER,
2001) para a realizacao do teste. Para sensibilizagdo da placa utilizou-se 50 yL
de suspenséo contendo 2 pg/mL de glicoproteina D recombinante de BoHV-5
diluida em tampao carbonato-bicarbonato pH 9,6 (DUMMER et al. 2007),
permanecendo por 18 horas a 4°C. Apos foram lavadas trés vezes com tampéao
fosfato pH 7,6 contendo Tween 20 a 0,5 % (PBS-T) pH 7,6. Os soros foram
diluidos (1/100 soro de cada camundongo ou 1/40 de ovinos) em PBS-T,
adicionado 50 ul de cada diluicdo por cavidade (em duplicata) e incubadas por
90 minutos a 37°C, em seguida novamente lavadas trés vezes com PBS-T e
apo6s o adicionado 50 ul do conjugado (diluido 1/2000 em PBS-T de
imunoglobulina de coelho anti—-camundongo DAKOPATTS A/S, Dinamarca, ou
1/2000 de imunoglobulina de coelho anti-ovina DAKOPATTS A/S, Dinamarca,
as duas imunoglobulinas conjugadas com peroxidase) e incubadas por 90
minutos a 37°C. Em seguida as placas foram lavadas cinco vezes com PBS-T
e logo depois foi adicionado 50 pl de substrato/cromégeno Ortho-
Phenylenediamine (OPD, Sigma), deixando reagir por 15 minutos no escuro, a
temperatura ambiente. As absorbancias foram medidas em um leitor de
microplacas (MR 700 Microplate Reader, Dynatech Laboratories, Alemanha) a
450 nm. As absorbancias de cada amostra foram divididas pela absorbancia do
soro da coleta 1(dia zero) do mesmo animal, e 0s resultados expressos como

soroconversao.
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Isotipagem

Para avaliacdo das IgG1l e IgG2a foi utilizado um kit de isotipagem
(Sigma A 9044), foram realizados pool dos soros, sendo utilizado um pool de
cada grupo por coleta.

Seguiram-se 0s protocolos padrfes para a realizacdo do teste. Para
sensibilizacdo da placa utilizou-se uma suspensdo contendo 2 upg/mL de
glicoproteina D recombinante de BoHV-5 diluida em tampé&o carbonato-
bicarbonato pH 9,6 (DUMMER et al. 2007). A placa foi sensibilizada por 60
minutos a 37°C. A placa foi lavada trés vezes com PBS-T, apo6s foram
adicionados 50uL de cada pool de soro diluido 1/200 em PBS-T (em duplicata),
a placa foi incubada 90 minutos a 37°C. Novamente lavada trés vezes com
PBS-T e adicionado 50uL do anti-isotipo diluido na propor¢cdo de 1/10000 em
tampéao fosfato pH 7,6 (PBS) mantida em incubacao por 120 minutos a 37°C.
Lavadas trés vezes com PBS-T e adicionado 50uL de imunoglobulina de cabra
anti-camundongo conjugada com peroxidase (DAKOPATTS A/S, Dinamarca,
Peroxidase—conjugated rabbit anti-mouse immunoglobulins) diluido na
proporcdo de 1/5000 em PBS-T, incubadas por 15 minutos a 37°C. Apés as
placas foram lavadas cinco vezes com PBS-T e em seguida adicionado 50 pl
de substrato/cromégeno (OPD), deixando reagir por 15 minutos no escuro, a
temperatura ambiente. As absorbancias foram medidas em um leitor de
microplacas (MR 700 Microplate Reader, Dynatech Laboratories, Alemanha) a
450 nm. As absorbancias de cada amostra foram divididas pela absorbancia do
soro da coleta 1 do mesmo pool, e o0s resultados expressos como

soroconversao.

5.2 - Soroneutralizacéo

Para titulagcdo dos anticorpos neutralizantes contra BoHV-5, amostras de
sangue foram coletadas nos dias 0, 14, 42 e 63. Apds a coleta o sangue foi
processado e o soro armazenado a -20°C. Um pool dos soros de cada grupo
foi realizado. Os anticorpos foram titulados pela técnica de soro neutralizacéo.
Cada pool foi diluido de 1:2 até 1:256, 25 pl foram distribuidos em quadriplicata
em placas de poliestireno. Apés a distribuicdo do soro diluido, foram
adicionados 25 pl de suspenséao do virus contendo 100 DICTsp as placas foram

incubadas por 1 hora a 37°C em ambiente com 5% de CO, Apos
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aproximadamente 3x10* células foram adicionadas em cada orificio. As
microplacas foram novamente incubadas durante 2 dias, quando observadas
no microscoépio invertido e 100 DICTsp das células controle tinham apresentado
o efeito citopatico. A auséncia de efeito citopatico indica que houve a
neutralizacdo do virus, enquanto a presenca do efeito citopatico é resultado da
auséncia de anticorpos neutralizantes. O titulo dos anticorpos foram calculados
pelo método de Behrends & Kéarber (MAYR et al., 1982).

5.3 - Avaliacéo de citocinas

A avaliagcdo da imunidade celular foi realizada nos dois experimentos,
em camundongos foi realizada a partir de um pool dos bagos de animais de
cada grupo, ao final do experimento. Nos ovinos foi realizado o cultivo de
leucécitos a partir de coletas de sangue periférico durante o periodo
experimental, sendo o baco coletado e os esplenécitos cultivados, no final do
periodo experimental.

No experimento em camundongos, trés animais de cada grupo no dia
144 foram eutanaziados, os bagos removidos assepticamente, macerados e as
células foram suspensas em solucdo balanceada de HANK'S (sem Ca e Mg)
(Cultilab, Campinas, Brasil). Apés as células foram centrifugadas a 2200 x g
por 10 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o
pellet ressuspenso em solugdes de lise (cloreto de amoénia a 0,8%) por 5 min a
temperatura ambiente, para lisar as hemacias. A suspenséo foi centrifugada a
2200 x g por 10 min e o sobrenadante descartado, as células foram suspensas
em solucao balanceada de HANK'’S (Cultilab, Campinas, Brasil) para lavagem
das células, novamente centrifugadas e novamente suspensas em RPMI 1640
(Cultilab, Campinas, Brasil) com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab,
Campinas, Brasil). Foram semeadas em uma concentracdo de 2x10* células
viaveis por cavidade em placas de cultivo celular de 24 cavidades (TPP,
Techno Plastic Products) e incubadas por 24 horas em uma atmosfera de 5%
CO, a 37°C. Apo6s foram retirados os sobrenadantes dos cultivos e as células
foram estimuladas adicionando 200 pL de suspensdo contendo 10° DICTso mL"
! de BoHV-5 mais 800 pL de meio RPMI 1640 com 5% de SFB. Ap6s 24 horas
o sobrenadante foi novamente retirado e as células foram retiradas em Trizol e

armazenadas a -70°C.
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No experimento em ovinos, foi realizado cultivo de esplendcitos e de
leucécitos periféricos. Os leucécitos periféricos foram cultivados nos dias 0, 14,
28 e 63 do experimento. Foram coletados 15 mL de sangue por animal, em
tubo estéril contendo 10% de citrato de sodio a 4% (anticoagulante), o sangue
foi centrifugado a 2200 x g por 20 min. a temperatura ambiente para separacao
das células. Os leucdcitos foram retirados e transferidos para outro tubo estéril
e ressuspensos em solucao de lise celular por 5 min. a temperatura ambiente,
essa etapa foi realizada por até 2 vezes. A suspenséo foi centrifugada a 2200 x
g por 10 min. e o sobrenadante descartado, as células foram novamente
suspensas em HANK'S para lavagem das células, centrifugadas e
ressuspensas em RPMI 1640 com 10% de soro fetal bovino (Cultilab,
Campinas, Brasil). Foram cultivadas 2x10* células viaveis por cavidade em
placas de cultivo celular de 24 cavidades (TPP, Techno Plastic Products) e
incubadas por 24 horas em 5% CO, a 37°C. ApoOs as células foram estimuladas
adicionando 300 pL de suspensdo de BoHV-5 (1 M.O.l.). ApOs 24 horas as
células foram coletadas em Trizol e armazenadas a -70°C.

Posteriormente o RNA total foi extraido pelo método do TRIZOL
(Invitrogen) de acordo com o protocolo do produto. A sintese de cDNA foi
realizada a partir de 5 pg de RNA total em uma reac¢éo de 25 ul contendo 0,5 pl
(150 ng) de random primers (Invitrogen), 1 pl de desoxynucleoside
triphosphates (ANTP - 10 mM), 1 x First Strand buffer (New England Biolabs),
0,1 M DDT, 40 U of RNaseOUT (Invitrogen) e 50 U of M-MuLV Retrogrado
Transcriptase (New England Biolabs), de acordo com a metodologia descrita
(ULET et al., 2000). Ap6s as amostras foram incubadas por 10 min a 25 °C, 50
minutos a 42°C, 15 minutos a 70°C, no termociclador (Eppendorf Mastercycler
Gradient). O cDNA resultante foi estocado a -20°C.

Para camundongos as reacOes de PCR foram realizadas com 2 ul de
cDNA, 200 pM de dNTPs, 1 x buffer, 1,5 U de Taq DNA polymerase
(Invitrogen), 1 uM de cada primer, 3 mM MgCl, para IFN-Y-y ou 1,5 mM para 8-
actina, 2 mM MgClI; para IL-10 e IL-12, RNase free water (Gibco-BRL) para um
volume final de 25 ul. Os parametros do termociclador foram os seguintes: 95
°C por 2 minutos, 30 Ciclos de 94 °C por 50 segundos, 60 °C por 50 segundos
e 72 °C por 1 minuto, com uma temperatura final de extensdo de 72 °C por 7

minutos. Os oligbmeros iniciadores utilizados no experimento com
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camundongos foram descritos na literatura (ULETT et al., 2000) e sintetizados
por MW G-Biotech Inc. (USA), foram eles:

B-actin anterégrado 5-TGGAATCCTGTGGCATCCATGAAAC;

B-actin retrogrado 5’-TAAAACGCAGCTCAGTAACAGTCCG.

IFN-y anterogrado 5’-AGCGGCTGACTGAACTCAGATTGTAG;

IFN-y retrégrado 5’-GTCACAGTTTTCAGCTGTATAGGG;

IL-10 anterogrado 5-ACC TGG TAG AAG TGA TGC CCC AGG CA;

IL-10 retrégrado 5-CTA TGC AGT TGATGA AGA TGT CAA A,

IL-12p40 anterdgrado - GAG GTG GAC TGG ACT CCC GA;

IL-12p40 retrégrado - CAA GTT CTT GGG CGG GTC TG;

Reacdes de PCR utilizando oligdmero iniciador de B-actina e sem cDNA
foram realizadas como controle. Produtos do PCR foram visualizados sobre luz
UV apo6s eletroforese em gel de agarose a 2% contendo brometo de etidio. A
andlise dos dados foi realizada utilizando Scientific Imaging System software
(Kodak).

Em ovinos reacdes de PCR foram realizadas com 3 ul de cDNA, 200 uM
de dNTPs, 1 x buffer, 1,5 U de Tag DNA polymerase (Invitrogen), 1 uM de cada
primer, MgCl, (2 mM para GPDH, IL-17, TNF, IL-4 e IL-10 ou 1,5 mM para IFN-
y), RNase free water (Gibco-BRL) para um volume final de 50 pl. Os
parametros do termociclador foram os seguintes: 95 °C por 2 minutos, 30
Ciclos de 94 °C por 50 segundos, 58 °C por 50 segundos e 72 °C por 1 minuto,
com uma temperatura final de extensdo de 72 °C por 7 minutos. Os oligo
iniciadores (GPDH, IL-4, IFN-y, TNF a) utilizados nesse experimento foram
descritos na literatura (BUDHIA et al.,2006) e a IL-10 e IL-17 construidos e
sintetizados por MW G-Biotech Inc. (USA), séo eles:

GPDH anterégrado 5 -CGGGAAGCTGTGGCGTGATG;
GPDH retrogrado 5 —-CTTGGCAGGTTTCTCCAGG;
IFN-y anterogrado 5’-GAACGGCAGCTCTGAGAAAC;
IFN-y retrogrado 5-GCAGCCAGGAGAACCATTAC;
IL-10 anterogrado 5’-CTGTTGCCTGGTCTTCCTGG;
IL-10 retrégrado 5-CATTTCCGACAAGGCTTGGC;
IL-12 anterdgrado 5-TCAAACCAGACCCACCCAAG;
IL-12 retrogrado 5-CACAGATGCCCATTCACTCC;

IL-4 anterogrado 5’-ATGTACCAGCCACTTCGTCC;



38

IL-4 retrogrado 5’-GAACAGGTCCTTGCCAG;

TNF a anterogrado 5’-AGAACCCCCTGGAGATAACC;
TNF a retrogrado 5-AAGTGCAGCAGGCAGAAGAG;
IL-17 anterégrado 5-TGAGTCTGGTGGCTCTGGTG;
IL-17 retrégrado 5-GGTGGAGCGCTTGTGATAAT;

Foram realizadas reacbes de PCR utilizando oligdmero iniciador de
G3PHD e sem cDNA como controle. Os produtos do PCR foram visualizados
sobre luz UV apos eletroforese em gel de agarose a 2% contendo brometo de
etidio. A andlise dos dados foi realizada utilizando Scientific Imaging System
software (Kodak). A analise dos géis foi realizada através do software TotalLab
TL 100 v. 2006. O software transforma as bandas para pixel. Todos os valores
em pixel de GPDH foram considerados normalizadores do restante das

citocinas expressas, para assim quantificar as expressoes.

6. Analise estatistica

Os titulos dos anticorpos em soroconversao foram comparados
utiizando andlise de variancia (ANOVA). O teste LSD foi utilizado para
determinar a diferenca significativa (p<0.05) entre as meédias de cada

tratamento, utilizando o programa Statistix (2003).
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CAPITULO 1

Avaliacao do efeito de Bacilus cereus var. Toyoi na modulacéo de

camundongos vacinados contra Herpesvirus Bovino tipo-5.

1. Introducéao

Observa-se um aumento na tecnologia de vacinas empregadas para
prevencdo de doencgas e tratamentos. Em Medicina Veterindria particularmente,
essa procura foi maior devido a restricdo do uso de antibiéticos na alimentacao
animal, os quais eram utilizados com objetivo de promotores de crescimento
assim como na prevencado de doengas infecciosas.

O uso de vacinas convencionais em muitos casos ainda ndo é satisfatorio,
porém ainda é a Unica alternativa para o produtor (PERRIE et al., 2007). As
vacinas preparadas a partir de microrganismos vivos ainda possuem muitas
reacbes adversas associadas a sua aplicacdo (HUANG et al.,, 2004).
Alternativamente, tem se estudado a producdo de vacinas a partir de
subunidades protéicas ou peptideos sintéticos, reconhecidos por oferecer mais
seguranca quanto aos efeitos secundarios, porém, sua implementacéo efetiva
ainda é limitada devido a sua baixa imunogenicidade e alto custo (DEMANA et
al., 2005; VANGALA et al., 2006). Na atualidade, devido a estes fatores, é
improvavel que vacinas com microrganismos vivos ou produzidos a partir de
subunidades protéicas sejam solucbes imediatas para a prevencdo das
doencas. Assim, em um futuro proximo, o uso de vacinas convencionais parece
ser ainda a Unica solugéo viavel para o controle de enfermidades infecciosas.
Uma alternativa viavel para a melhoria destas vacinas € a modulacdo do
sistema imunolégico através do uso de adjuvantes ou de probidticos.

Probidticos sdo geralmente definidos como "suplementos microbianos
vivos" que podem beneficiar a saude do hospedeiro (TOMASIK & TOMASIK,
2003). Os efeitos benéficos dos probidticos tém sido observados tanto na
resposta imune inata como na adquirida. A imunomodulacdo dos probio6ticos
tem sido observada na proliferacdo de leucdcitos, na producdo de anticorpos,
no aumento da atividade fagocitaria e ainda da expressdo de citocinas. Os

mecanismos envolvidos no efeito modulatorio dos probidticos ainda nédo sao
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totalmente entendidos e podem envolver um ou varios componentes da
resposta imune (ERICKSON & HUBBARD, 2000).

A maioria das informacdes sobre o papel dos probidticos sobre a
imunidade foi obtida com o uso de probidticos a base de lactobacilos e
bifidobactérias, que s&o bactérias usadas na alimentagdo humana e
apresentam formas de armazenamento que dificultam sua utilizagdo em
animais de producéo. Bacillus cereus var. Toyoi, por ser um microrganismo que
esporula, resiste a condicbes ambientais o que facilita a sua utilizacdo na
producdo, conservacdo e manejo da alimentacdo animal. Os mecanismos de
acdo propostos para os probidticos justificam a necessidade da administragao
continua destes microrganismos. (GIL-TURNES et al., 1999).

Recentemente, nosso grupo observou que o uso de Bacillus cereus
var. Toyoi foi capaz de melhorar a eficacia da vacina em camundongos, aves e
ovinos (GIL de los SANTOS, 2004; COPPOLA, 2005; ROOS, 2009). O objetivo
principal deste trabalho foi estudar o efeito imunomodulador de Bacillus cereus
var. Toyoi na eficacia de uma vacina experimental inativada contra BoHV-5,

bem como avaliar este efeito apds a cessacao de sua administracao.

2. Metodologia Especifica

2.1- Probié6ticos

Bacillus cereus var. Toyoi foi cultivado no Laboratorio de Bacteriologia e
Imunologia, no Departamento de Microbiologia e Parasitologia (DEMP), do
Instituto de Biologia da Universidade Federal de Pelotas (UFPel), o mesmo
teve procedéncia do Laboratério de Bacteriologia, do Centro de Biotecnologia,
UFPel, sendo gentilmente cedido pelo Prof. Carlos Gil-Turnes.

A tecnologia para producéo de Bacillus cereus var. Toyoi, foi realizada

como descrita na metodologia geral, na pagina 28.

2.2 — Delineamento experimental

Foram utilizados vinte camundongos, Balb C isogénicos, fémeas, de 21
dias de idade, divididos aleatoriamente em dois grupos de 10 animais.
Os animais do grupo controle foram alimentados com ragdo comercial

isenta de quimioterapicos, enquanto o grupo tratado com probidtico foi



41

adicionado & racéo 1x10° esporos viaveis de B. cereus var. Toyoi gr’. Todos os
animais passaram por um periodo de adaptacdo a dieta, onde receberam a
respectiva dieta por sete dias. Apdés os animais foram imunizados por via
subcutanea com 0,25 mL da vacina viral com adjuvante de hidroxido de
aluminio (dia 0), sendo revacinados no dia 28 e no dia 114. Os animais foram
suplementados com o0s probiéticos até o dia 84 do experimento, apés foi
suspensa a administracdo do mesmo e mantidos em experimentacdo durante

mais 60 dias, como mostra a figura 1.

Suspenséo do

probidtico
°
v v v
H
I | | |
! | | |
-7 0 28 42 84 114 144

Dias do experimento

Figura 1. Delineamento experimental em camundongos. DistribuicAo do experimento em
camundongos. Uma semana antes da primeira dose da vacina os animais foram adaptados a
respectiva racdo. A seta vermelha (continua) indica os dias de vacinacdo, a seta azul
(pontilhada) a suspensao do probiético, a estrela verde indica o dia do cultivo dos esplenécitos.

Nos dias 0, 28, 42, 114 e 144 foi coletado sangue para obtencao do soro.

No dia 144 os animais foram eutanaziados e o0 baco removido
assepticamente, apdés o mesmo foi macerado e as células processadas como

descrito na metodologia geral na pagina 34.
2.3 — Avaliacédo daresposta imune

Soroconversao — ELISA

Para deteccdo dos anticorpos coletou-se sangue do seio venoso retro-
orbital nos dias 0, 28, 42, 114 e 144 do experimento. O sangue foi incubado por
1 h a temperatura ambiente, ap6s foi centrifugado a 1.000 g por 3 min. O soro
dos animais foi separado, identificado isoladamente e armazenado a

temperatura de — 20°C.
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Os anticorpos foram detectados pela técnica de ELISA. A metodologia

utilizada para técnica esta descrita na metodologia geral na pagina 32.

Soroconversao - Isotipagem

As Imunoglobulinas, 1gG1 e IgG2a foram tituladas por ELISA (Sigma A
9044), para realizacdo dessa técnica foram realizados pool dos soros, sendo
utilizado um pool de cada grupo por dia de coleta. A metodologia utilizada para

técnica esta descrita na metodologia geral na pagina 33.

Inducéo de citocinas

A avaliacdo da imunidade celular foi realizada em duas partes:
Inicialmente para avaliar quais possiveis por¢des do Bacillus cereus var. Toyoi
estimula o sistema imune, onde trés camundongos foram eutanaziados e 0s
esplendcitos cultivados por 24 horas, ap6s foram estimulados in vitro com DNA,
sobrenadante de cultivo e com célula integra de B. cereus var. Toyoi e
concanavalina A. No experimento com o0s animais vacinados, trés
camundongos de cada grupo foram eutanaziados no dia 84, os esplendcitos
cultivados por 24 horas e estimulados com BoHV-5 ou RPMI (controle
negativo) . Ap6s 24 horas as células foram retiradas em Trizol e armazenadas
a-70°C.

Posteriormente o0 RNA total foi extraido pelo método do TRIZOL
(Invitrogen) de acordo com o protocolo do produto. A sintese de cDNA foi
realizada pelo kit da Invitrogen, e o cDNA resultante foi estocado a -20°C.

Reacdes de PCR utilizando oligdmero iniciador de B-actina e sem cDNA
foram realizadas como controle. Produtos do PCR foram visualizados sobre luz
UV apo6s eletroforese em gel de agarose a 2% contendo brometo de etidio. A
analise dos dados foi realizada utilizando Scientific Imaging System software
(Kodak). A analise dos géis foi realizada através do software TotalLab TL 100
v. 2006.

A metodologia detalhada é descrita na metodologia geral na pagina 34.
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3. Resultados

3.1-ELISA

Os animais apresentaram soroconversao contra o antigeno utilizado, e
ambos os grupos mostraram o aumento dos niveis de anticorpos decorrentes
da vacinagéao.

Durante o periodo de suplementacdo, observou-se que o grupo que
recebeu probidtico a base de B. cereus var. Toyoi apresentou resposta humoral
em média 1,3 vezes superior (p< 0.05) quando comparada ao grupo controle.
(Fig. 1).

Os mecanismos propostos para acdo dos probidticos sugerem a
necessidade da sua administracdo continua para que seus efeitos sejam
observados. A fim de testar esta afirmac&o quanto ao efeito imunomodulador,
foi suspensa a suplementacao dos probidticos por 30 dias e apdés os animais
foram revacinados. Observamos que, mesmo com a suspensdo dos
probidticos, 0s animais que receberam o0 suplemento responderam a
revacinacdo com titulos de anticorpos 1,5 vezes mais altos quando
comparados ao grupo controle (Fig. 2)

Nas soroconversdes (SC) do dia 28 foram observados, 7,1 e 3,7, no dia
42,8,1 e 5,5, nodiall4, 6,3 e 4,1 e no dia 144, 7,0 e 4,0, respectivamente para
0 grupo suplementado e controle, em todos os pontos analisados houve

diferenca significativa entre 0os grupos.
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Figura 2. Soroconversdo dos animais imunizados com vacina contra BoHV-5. Os dados
representam as médias (+/- erro padrdo da média) das soroconversfes contra BoHV-5 nos
animais suplementados com probidtico Bacillus cereus var. Toyoi e controle (a seta indica a

vacinacdo e a linha indica a suspenséo do probi6tico no dia 84).

3.2 - Isotipagem

Para reportar os resultados observados na isotipagem, os resultados
foram expressos na forma da raz&o entre IgG2a e IgG1(IgG2a/ IgG1)

Observou-se mudanca do perfil de imunoglobulinas G. Nos animais
suplementados com probidtico, os niveis de IgG2a foram 2,7 vezes superiores
ao controle no dia 144. Os resultados indicam uma modulacdo do Bacillus
cereus var. Toyoi para producéo de IgG2a (Thl), enquanto no grupo controle a
resposta se manteve através de IgG1l (Th2). Este efeito foi observado a partir
do dia 42 se mantendo nos dias 114 e 144, essa conversdo de Th2 para Thl
foi detectada nos dias 42, 114 e 144 do experimento, sugerindo que o

probiético modulou a soroconverséo em favor de uma resposta Thl (Tabela 1).

Tabela 1. Modulacdo da soroconversdo produzida pela vacina contra BoHV-5. Os dados
representam as médias das soroconversdes de IgG1l e IgG2a induzidas pela vacina contra

BoHV-5 nos animais controle e suplementados com B. cereus var. Toyoi.

lgG2a/lgG1
Dias Controle B. cereus
0 1,000 1,000
42 0,498 1,129
114 0,475 0,998
144 0,480 1,269

3.3 - Inducéo de citocinas

Para avaliar o efeito dos probiéticos na imunidade celular dos animais,
foi utilizada a amplificacdo de fragmentos de genes de citocinas em cDNA
obtido de mRNA, por método semi-quantitativo (Reacdo em Cadeia da
Polimerase - PCR).
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Primeiro foi estudado o efeito dos probioticos em esplendcitos de
camundongos estimulando os mesmos com DNA, sobrenadantes de cultivos e
célula de B. cereus var. Toyoi. Como controle da quantidade de cDNA foi
utilizada B-actina e de estimulo concavalina (Fig. 3 e 4).

Neste experimento observamos que o DNA, sobrenadante e célula de B.
cereus foram capazes de estimular a indugdo de INF-y, IL-10 (Fig. 3 e 4)
Entretanto a intensidade das bandas (expressédo) das duas citocinas pareceu
ser maior quando o estimulo foi efetuado com o DNA. Com relagdo a IL-12 foi
possivel observar sua expressdo somente quando os esplendcitos foram
estimulados com o DNA e células do B. cereus mesmo que em niveis distintos,
enquanto que o sobrenadante nédo foi capaz de estimular sua expressao (Fig. 3
e 4). Estas observacOes s&o importantes, pois sugerem que diferentes
componentes destes microrganismos podem estar envolvidos na modulacéo da
resposta imunoloégica.

Quando quantificada a expressdo das citocinas IFN-y, IL-10 e IL-12
observamos uma maior expressdo das mesmas nos animais suplementados

com B. cereus com relagdo ao grupo controle (Fig. 5).
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Figura 3. Modulacdo na expresséo de citocinas produzidas em esplendcitos estimulados in vitro
com Concanavlaina A (controle), DNA, Sobrenadante do cultivo e com a célula integra de B.
cereus var. Toyoi. (A) IFN-y, (B) IL-10, (C) IL-12.

A1234B1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 4. Eletroforese em gel de agarose de produtos de PCR amplificados a partir do mRNA
de esplendcitos do camundongos estimulados in vitro . (A) Eletroforese em gel de agarose de
produtos de PCR resultantes da amplificagéo de B-actina a partir do mRNA de esplenécitos do
camundongos estimulados in vitro com (1)concanavalina A, (2) DNA, (3) sobrenadante do
cultivo e com (4) a célula integra de B. cereus var. Toyoi. (B) Eletroforese em gel de agarose de
produtos de PCR resultantes da amplificacdo de IFN-y (247 pb), IL-10 (237 pb) e IL-12 (618 pb)
a partir do mRNA de esplenécitos dos camundongos. (1-3) estimulados in vitro com
concanavalina A, controle positivo; (4-6) DNA, (7-9) sobrenadante de cultivo e (10-12) célula
integra de B. cereus var. Toyoi.
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Figura 5: Modulacdo na expressdo de citocinas produzidas em esplendcitos de animais
imunizados, suplementados com B. cereus var. Toyoi e estimulados com BoHV-5.
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Figura 6: Eletroforese em gel de agarose de produtos de PCR amplificados a partir do mRNA
de esplendcitos do camundongos imunizados e suplementados com B. cereus var. Toyoi (A)
Eletroforese em gel de agarose de produtos de PCR resultantes da amplificagcdo de B-actina no
grupo controle (1), suplementado com B. cereus var. Toyoi (2). (B) Eletroforese em gel de
agarose de produtos de PCR resultantes da amplificacdo de IFN-y (247 pb), IL-10 (237 pb) e
IL-12 (618 pb), respectivamente, a partir do mRNA de esplendcitos do camundongos
imunizados, coletados no dia 84 do experimento. (1-3) grupo controle, (4-6) grupo
suplementado.

4, Discusséo

A utilizacdo de vacinas na prevencdo de doencas infecciosas tem sido
uma das maiores realizacbes da comunidade meédica (PLOTKIN, 2005).
Diferentes abordagens tém sido testadas em busca de respostas imunes mais
eficientes, em nosso experimento utilizamos a suplementacdo com o probidtico
Bacillus cereus var. Toyoi como uma alternativa para melhorar a eficacia da
resposta vacinal.

A maioria dos dados relativos a imunomodulagcdo com probioticos séo
demonstrados com o0 uso de Lactobacillus. Neste estudo relatamos que
Bacillus cereus var. Toyoi € capaz de modular a resposta imune em animais
vacinados contra BoHV-5 aumentando sua eficiéncia.

Primeiro observamos que a suplementacdo com probidtico foi capaz de
aumentar a resposta imune a vacina utilizada. O titulo de anticorpos do grupo
suplementado foi superior em todos o0s pontos estudados. Esta observacao
corrobora com outros estudos, porém nenhum relata o efeito imunomodulador
de Bacillus cereus var. Toyoi (AVILA et al, 1998, YASUI et al, 1999). Poucos
estudos, porém relatam a influéncia dos probidticos ndo acido laticos na
imunidade. COPPOLA et al. (2005) estudaram o efeito do Bacillus cereus var.
Toyoi na resposta imune de camundongos vacinados com uma vacina virica,
demosntrando que os titulos de anticorpos induzidos foram significativamente
mais altos quando comparado ao grupo controle. Resultados semelhantes
foram observados em ruminantes (ROOS et al., 2009), quando B. cereus var.

Toyoi foi incorporado a dieta de ovinos vacinados contra o BoHV-5,
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demonstrando que a soroconversao foi 2 vezes (p <0,05) superior ao grupo
controle.

Observamos esse efeito imunolégico mesmo apdés a suspensao do
probiotico. Estes resultados sdo muito importantes porque, em geral, para
observar o efeito dos probittico este deve ser administrado continuamente
(VAUGHAN et al., 1999). O titulo de anticorpos foi 1,5 vezes maior (p <0,05)
apos a terceira vacinacdo no grupo suplementado. Mesmo sendo obtido apés a
interrupcdo da administracdo do probiotico, estes dados sugerem que o efeito
imunoldgico ocorre durante a primosensibilizagcdo com o antigeno vacinal. A
resposta secundaria resulta da ativacdo de linfécitos de memdria, ativadas
durante a resposta imunologica primaria. O ambiente em que ocorre a
primosensibilizac&o vai determinar o perfil de resposta secundaria que ocorrera
guando o organismo responder ao antigeno pela segunda vez. Neste ambiente
as citocinas vao ter papel fundamental no direcionamento da resposta imune
para Thl, Th2, Threg ou Thl17 (KAUFMANN, 2007).

As citocinas estudadas neste experimento exercem papel fundamental
no direcionamento da resposta imune (KAUFMANN, 2007), desta forma
influenciando a resposta vacinal. Um dos provaveis mecanismos dos
probioticos na imunomodulacéo é devido a capacidade do microrganismo em
estimular a producéo de citocinas (MATSUZAKI & CHIN, 2000).

Observamos que a suplementacdo com B. cereus var.Toyoi induziu a
expressdo das citocinas IFN-y e IL-12 de forma significativamente superior ao
grupo néo suplementado. Estas citocinas caracterizam o desenvolvimento de
uma resposta Thl (LI, 2007), sugerindo que o efeito na modulag&o do perfil de
imunoglobulina de 1gG1 para IgG2 em resposta ao antigeno vacinal tenha sido
por elas mediada. O aumento na proporcdo de IgG2a/lgGl no grupo
suplementado com probiético, corresponde a um desvio da resposta Th2, como
era de se esperar na resposta a uma vacina inativada tendo hidroxido de
aluminio como adjuvante (LI, 2007), para uma resposta Thl. Este efeito € de
extrema importancia na resposta imune contra algumas doencas viricas onde
se faz necesséaria uma resposta celular para seu efetivo controle (PINTO et al.,
2006).

Também observamos uma modulacdo na expressao de IL-10 tanto nos

esplendcitos estimuladas com probidticos, assim como nas células de animais
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suplementados estimuladas com antigeno viral (Fig. 2, 3, 4 e 5). A IL-10 € em
geral produzida por células Threg e tem como papel principal o controle da
amplitude da resposta imune (MATSUZAKI & CHIN, 2000). A observacéo da
modulacdo desta citocina vem de acordo com o papel imunorregulador dos
probidticos em diferentes processos inflamatorios (NIERS et al.,, 2005).
Entretanto, podemos sugerir que 0 aumento na expressao de IL-10 mediado
pelo probiotico influenciou a melhor soroconversao observada (Fig.2), pois esta
citocina estad relacionada a estimulacdo e proliferacdo de linfocitos B
(MATSUZAKI & CHIN, 2000).

Os possiveis mecanismos envolvidos no aumento da expressao de
citocinas mediados por probioticos n&o séo totalmente conhecidos
(GALDEANO & PERDIGON (2004)). Entretanto, neste estudo observamos que
guando esplenédcitos foram estimulados com a célula bacteriana, e
principalmente com o seu DNA houve uma significativa expressao nas citocinas
estudadas (Fig. 3). Este padrdo de citocinas foi mantido quando células dos
animais suplementados com o probidtico foram estimuladas com antigeno
vacinal (Fig.5)

E provavel que o envolvimento do probidtico com o sistema imunol6gico
ocorra primeiro com células dendriticas no intestino ou outras células
apresentadoras de antigeno estimulando sua ativacao, e influenciando no seu
perfil Th pelo padréo de expresséo de citocinas (SHANAHAN, 2004). Uma vez
gue estas células s&o ativadas, podem migrar para 6rgdos linfaticos
secundarios influenciando a resposta imune em locais distante do trato
gastrointestinal (SHANAHAN, 2004). Entretanto, se fazem necessarios
experimentos complementares para comprovar este mecanismo.

Os dados observados no presente estudo nos permitem concluir que o
Bacillus cereus var. Toyoi teve efeito modulador na resposta imune vacinal
contra 0 BoHV-5. Os animais suplementados apresentaram soroconversao
significativamente superior ao controle, mesmo ap0s a suspensdo dos
probidticos, sugerindo que seu efeito ocorreu na primosensibilizacdo. A
utilizacdo deste probidtico pode contribuir de forma significativa e para melhorar
a eficacia de vacinas, especialmente aquelas que dependem da resposta

imune protetora celular.
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CAPITULO 2

Modulacéo darespostaimune em camundongos vacinados contra Herpes

Virus Bovino tipo-5 por Saccharomyces boulardii.

1. Introducéao

Probidticos s&o designados como produtos que contenham
microrganismos viaveis capazes de modificar a microbiota produzindo efeitos
benéficos ao hospedeiro. Devido a estes efeitos, eles tém sido utilizados como
promotores de crescimento em animais e no controle de desordens intestinais
(SCHREZENMEIR & DE VRESE, 2001).

Saccharomyces boulardii € uma levedura ndo patogénica, utilizada
como agente probidtico na prevengdo e tratamento de uma variedade de
desordens gastrointestinais, incluindo diarréias associadas ao prolongado uso
de antibidticos (DAHAN et al. 2003). Em animais suplementados com
Saccharomyces boulardii tem sido relatado, protecdo contra diarréia e
enterocolites ocasionada por diversos microrganismos patogénicos (CASTEX
et al., 1990; CORTHIER et al., 1986; POTHOULAKIS et al., 1996). Porém nos
ultimos anos tem se dado atencdo especial a capacidade imunomodulatéria
dos microrganismos probioticos, em especial ao S. boulardii.

S. boulardii demonstrou, quando administrado a animais de producéo,
melhora na eficiéncia alimentar e no controle de doencas intestinais (GIL de los
SANTOS, 2004). A inflamagdo intestinal é caracteristica comum em colites
causadas por uma diversidade de patdégenos, assim é possivel que a acao de
S. boulardii na prote¢do das mucosas ocorra através de eventos que controlem
a resposta inflamatéria intestinal. Tem sido relatado que a suplementacédo
desta levedura em ratos (BUTS et al., 1990) induziu um aumento significativo
de Imunoglobulina A (IgA), sugerindo assim que um dos mecanismos de
protecdo mediado pela levedura seja o estimulo da resposta imune a nivel da
mucosa intestinal. Entretanto, os mecanismos pelos quais a levedura age no
sistema imune tém sido pouco estudados.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da levedura S. boulardii na

resposta imune de camundongos imunizados com uma vacina inativada contra
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BoHV-5 durante o periodo de suplementacdo, bem como apds a suspensédo da

sua administracao.

2. Metodologia especifica

2.1- Probidticos

Saccharomyces boulardii foi cultivado no Laboratério de Bacteriologia e
Imunologia, no Departamento de Microbiologia e Parasitologia (DEMP), do
Instituto de Biologia da Universidade Federal de Pelotas (UFPel), o mesmo
teve procedéncia do Laboratério de Bacteriologia, do Centro de Biotecnologia,
UFPel, sendo gentilmente cedido pelo Prof. Carlos Gil-Turnes.

A tecnologia para producdo de Saccharomyces boulardii, foi realizada

como descrita na metodologia geral, na pagina 29.

2.2 — Delineamento experimental

Foram utilizados vinte camundongos, Balb C isogénicos, fémeas, de 21
dias de idade, divididos aleatoriamente em dois grupos.

Os animais do grupo controle foram alimentados com racdo comercial
isenta de quimioterapicos, enquanto o grupo tratado com probidtico foi
adicionado & racdo 1x10’ UFC de Saccharomyces boulardii gr'. Todos os
animais passaram por um periodo de adaptacdo a dieta, onde receberam a
respectiva dieta por sete dias. Apdés os animais foram imunizados por via
subcutanea com 0,25 mL da vacina viral com adjuvante de hidréxido de
aluminio (dia 0), sendo revacinados no dia 28 e no dia 114. Os animais foram
suplementados com os probiéticos até o dia 84 do experimento, apo6s foi
suspensa a administragcdo do mesmo e mantidos em experimentacdo durante
mais 60 dias, como mostra a figura 1.

No dia 144 os animais foram eutanaziados e o0 baco removido
assepticamente, apdés o mesmo foi macerado e as células processadas como

descrito na metodologia geral na pagina 34.
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Figura 1. Delineamento experimental em camundongos, distribuicdo do experimento em
camundongos. Uma semana antes da primeira dose da vacina os animais foram adaptados a
respectiva racdo. A seta vermelha (continua) indica os dias de vacinacdo, a seta azul
(pontilhada) a suspensao do probiético, a estrela verde indica o dia do cultivo dos esplendcitos.
Nos dias 0, 28, 42, 114 e 144 foi coletado sangue para obtencdo do soro.

2.3 — Avaliacédo darespostaimune

Soroconversao — ELISA

Para deteccdo dos anticorpos totais coletou-se sangue do seio venoso
retro-orbital nos dias 0, 28, 42, 114 e 144 do experimento. O sangue foi
incubado por 1 h a temperatura ambiente, ap6s foi centrifugado a 1.000 g por 3
min. O soro dos animais foi separado, identificado isoladamente e armazenado
a temperatura de — 20°C.

Os anticorpos totais foram detectados pela técnica de ELISA. A
metodologia utilizada para técnica esta descrita na metodologia geral na pagina
32.

Soroconversao — Isotipagem

As Imunoglobulinas, IgG1 e IgG2a foram tituladas por ELISA (Sigma A
9044), para realizacdo dessa técnica foram realizados pool dos soros, sendo
utilizado um pool de cada grupo por dia de coleta. A metodologia utilizada para

técnica esta descrita na metodologia geral na pagina 32.
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Inducéo de citocinas

A avaliagdo da imunidade celular foi realizada em duas partes:
Inicialmente para avaliar quais possiveis por¢des do Bacillus cereus var. Toyoi
estimula o sistema imune, onde trés camundongos foram eutanaziados e 0s
esplendcitos cultivados por 24 horas, apés foram estimulados in vitro com DNA,
sobrenadante de cultivo e com célula integra de B. cereus var. Toyoi e
concanavalina A. No experimento com o0s animais vacinados, trés
camundongos de cada grupo foram eutanaziados no dia 84, os esplendcitos
cultivados por 24 horas e estimulados com BoHV-5 ou RPMI (controle
negativo) . Apés 24 horas as células foram retiradas em Trizol e armazenadas
a-70°C.

Posteriormente o RNA total foi extraido pelo método do TRIZOL
(Invitrogen) de acordo com o protocolo do produto. A sintese de cDNA foi
realizada pelo kit da Invitrogen, e o cDNA resultante foi estocado a -20°C.

Reacdes de PCR utilizando oligdmero iniciador de B-actina e sem cDNA
foram realizadas como controle. Produtos do PCR foram visualizados sobre luz
UV apo6s eletroforese em gel de agarose a 2% contendo brometo de etidio. A
analise dos dados foi realizada utilizando Scientific Imaging System software
(Kodak). A analise dos géis foi realizada através do software TotalLab TL 100
v. 2006.

A metodologia detalhada é descrita na metodologia geral na pagina 34.

3. Resultados

3.1-ELISA

Os animais dos dois grupos apresentaram soroconversao contra o
antigeno utilizado ap6s a vacinacao.

Durante o periodo de suplementagcdo, 0s animais vacinados
apresentaram titulo de anticorpos em média 1,7 vezes (p< 0.05) superior
guando comparado ao grupo controle (Fig. 2). Ap6s a suspensao da
administracdo dos probidticos observou-se em todos o0s animais
suplementados o0 aumento dos niveis de anticorpos devido a revacinacao,
enguanto nos animais do grupo controle esse aumento do titulo de anticorpos

nao foi observado. Nos animais suplementados com S. boulardii, os titulos de
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anticorpos foram significativamente mais elevados quando comparados ao
controle (Fig.2). No grupo suplementado foi observada a tendéncia da resposta
imune em permanecer elevada, enquanto a tendéncia do grupo controle foi
uma reducdo dos niveis de anticorpos. As soroconversdes mais altas contra
BoHV-5 registraram-se no dia 42 do experimento, sendo 9,01 no grupo que
recebeu S. boulardii, 5,51 no grupo controle.
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Figura 2: Soroconversdo nos animais imunizados com vacina contra BoHV-5. Os dados
representam as médias (+/-erro padrdo da média) das soroconversdes nos animais
suplementados com S. boulardii e controle (a seta indica a vacinacdo e a linha pontilhada
indica a suspenséao do probibtico no dia 84).

3.2 - Isotipagem

Os resultados estdo expressos na forma da razao entre IgG2a e
IgG1(lgG2a/ 1gG1l). Observou-se mudanca do perfil de imunoglobulinas, nos
animais suplementados com probidtico os titulos de IgG2a foram superiores ao

grupo controle. (Tabela 1).
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Tabela 1: Modulagdo da soroconversdo produzida pela vacina contra BoHV-5. Os dados
representam as médias das soroconversdes de IgGl e IgG2a induzidas pela vacina nos

animais controle e suplementados com S. boulardii.

lgG2a/lgG1l
Dias Controle S. boulardii
0 1,000 1,000
42 0,498 0,759
114 0,475 0,732
144 0,480 0,940

3.3 — Expresséao de citocinas

Para avaliar o efeito dos probiéticos na imunidade celular dos animais,
foi utilizada a amplificacdo de fragmentos de genes de citocinas em cDNA
obtido de mRNA, por um método semi-quantitativo (Reacdo em Cadeia da
Polimerase - PCR).

Primeiro foi estudado o efeito dos probidticos em esplenécitos de
camundongos nao imunizados e estimulando os mesmos com DNA,
sobrenadantes de cultivos e célula de S. boulardii. Como controle da
quantidade de cDNA foi utilizada 3-actina e de estimulo concavalina A (Fig. 3 e
4).

Quando testado DNA, sobrenadante e células de S. boulardii
observamos expressédo das trés citocinas independente do estimulo induzido
nos esplendcitos (Fig. 3 e 4). Estes dados sdo importantes, pois sugerem que
diferentes componentes destes microrganismos podem estar envolvidos na
modulacéo da resposta imunoldgica.

Neste experimento observamos que a expressdo de citocinas nos
esplendcitos dos animais suplementados com o0s probioticos e controle
responderam de forma distinta ao antigeno vacinal.

Nos animais suplementados com S. boulardii a expresséo de citocinas

IFN-y e IL-12 foram inferiores ao controle.
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Figura 3. Modulagéo na expresséo de citocinas produzidas em esplendcitos estimulados in vitro
com Concanavlaina A (controle), DNA, Sobrenadante do cultivo e com a célula integra de S.
boulardii (A) IFN-Y, (B) IL-10, (C) IL-12.
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Figura 4: Eletroforese em gel de agarose de produtos de PCR amplificados a partir do mRNA
de esplendcitos do camundongos estimulados in vitro (A) Eletroforese em gel de agarose de
produtos de PCR resultantes da amplificagéo de B-actina a partir do mRNA de esplenécitos do
camundongos estimulados in vitro com (1) concanavalina A, (2) DNA, (3) sobrenadante do
cultivo e (4) com a célula integra de S. boulardii. (B) Eletroforese em gel de agarose de
produtos de PCR resultantes da amplificacéo de IFN-y (247 pb), IL-10 (237 pb) e IL-12 (618 pb)
a partir do mRNA de esplendcitos. (1-3) Esplenécitos de camundongos estimulados in vitro com
concanavalina A, controle positivo; (4-6) Esplendcitos de camundongos estimulados in vitro
com DNA de S. boulardii; (7-9) Esplendcitos de camundongos estimulados in vitro com
sobrenadante de cultivo de S. boulardii; (10-12) Esplendcitos de camundongos estimulados in

vitro com célula integra de S. boulardii.
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Figura 5: Modulagdo na expressdo de citocinas produzidas em esplendcitos de animais
imunizados, suplementados com S. boulardii e estimulados com BoHV-5.
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Figura 6: Eletroforese em gel de agarose de produtos de PCR amplificados a partir do mRNA
de esplendcitos do camundongos imunizados e suplementados com S. boulardii. (A)
Eletroforese em gel de agarose de produtos de PCR resultantes da amplificagcdo de B-actina no
grupo controle (1), suplementado com Saccharomyces boulardii (2). (B) Eletroforese em gel de
agarose de produtos de PCR resultantes da amplificacdo de IFN- y (247 pb), IL-10 (237 pb) e
IL-12 (618 pb), respectivamente, a partir do mRNA de esplenécitos do camundongos
imunizados, coletados no dia 84 do experimento. (1) IFN-y; (2) IL-10; (3) IL-12 do grupo
controle, (4) IFN-y; (5) IL-10; (6) IL-12 do grupo suplementado.

4, Discussao

A utilizagcdo de probidticos para incrementar a resposta imune tem sido
estudada nos ultimos anos, com énfase para o0 estudo de bactérias é&cido
laticas (VAUGHAN et al., 1999; PERDIGON et al., 1999; HERICH & LEVKUT,

2002). Em nosso estudo utilizamos a levedura Saccharomyces boulardii, que é
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um microrganismo que possui caracteristica que resistem as condi¢cdes
adversas encontradas nos sistemas de producédo animal (DOYLE, 2001).

Observamos que a suplementacdo com probidtico foi capaz de ampliar a
resposta imune vacinal de forma significativa chegando a induzir o aumento em
2,35 vezes no dia 28, quando comparada ao controle. Em um estudo com S.
boulardii na resposta imune de camundongos imunizados com uma vacina
virica, foi observado um aumento significativo nos titulos de anticorpos quando
comparados aos do grupo controle (COPPOLA et al., 2005). Em ovinos
suplementados com S. boulardii observou-se resultados semelhantes,
evidenciando soroconversdo significativamente superior ao grupo controle
(ROOS et al., 2009).

A resposta imune secundaria resulta da ativacdo de linfécitos de
memoaria, que possuem longa duracdo e sao ativadas durante a resposta
imunologica primaria, conseguintemente, a resposta secundaria € mais
eficiente, porém segue o mesmo padréo (Thl ou Th2) da resposta primaria
(KAUFMANN, 2007). Mesmo ap0s a parada da suplementacdo do probidtico
apo0s a terceira vacinacédo, o titulo de anticorpos no grupo suplementado foi
significativamente maior (1,6 vezes) do que controle. Desta forma, podemos
sugerir que o efeito da imunomodulacdo ocorreu na primo sensibilizacdo
vacinal, sugerindo que houve uma estimulacdo superior das células de
memoadria nos animais suplementados com o probiotico (KAUFMANN, 2007).
Estas observacdes nos permitem sugerir que o efeito imunomodulador do S.
boulardii ocorra no primeiro contato do sistema imune com o antigeno vacinal.
Estes resultados sugerem que ndo existe a necessidade de administracao
constante dos probidticos para observacéo de seu efeitos (GIL-TURNES et al.,
1999) quando nos referimos ao efeito destes na resposta imune.

Os resultados comprovam a modulacdo do probidticos para producédo de
lgG2a (Thl), enquanto o grupo controle tinha maior produgdo de IgG1 (Th2).
Houve um desvio da resposta tipo Th2 para uma resposta Thl, o que
corresponde a um maior valor na propor¢cdo de 1gG2a/lgGl no grupo
suplementado com probiético quando comparado ao grupo controle, sendo a
resposta tipo Thl em geral desejavel para combater aos antigenos virais
(PINTO et al., 2006).
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Observamos que os componentes do cultivo de S. boulardii foram
capazes de induzir a expressdo das citocinas nos esplendcitos de
camundongos, sugerindo que os diferentes componentes deste microrganismo
podem estar envolvidos na modulacdo da resposta imune, concordando com
0s nossos achados GALDEANO & PERDIGON (2004) também relatam a
possibilidade de componentes de cultivos estimularem a resposta imune.

Quando comparados estes dados com os da isotipagem em que 0s
animais suplementados com S. boulardii apresentaram uma tendéncia para
lgG2a (Th1l), observamos que elementos distintos, aos induzidos por B. cereus
(dados observados e apresentados no capitulo 1), estariam envolvidos a
modulacdo para uma resposta com perfil Th1l.

Observamos uma maior expressdo de IL-10 tanto em células
estimuladas com probidticos, assim como nas células de animais
suplementados, quando comparados com o grupo controle. A expressao de IL-
10 nos animais suplementados evidencia o papel imunorregulador dos
probiéticos em diferentes processos inflamatérios através desta citocina (SHEIL
et al., 2007; VAARALA, 2003). A IL-10 esta relacionada com a imunidade
humoral, estimulando a proliferacdo de leucécitos B e consequentemente a
producéo de anticorpos (MATSUZAKI & CHIN, 2000).

NIERS (2005) sugere em seu estudo com bactérias acido laticas, que o
efeito observado na supressao da resposta tipo Th2 pode ter sido mediado por
funcdes imunorregulatorias, ndo ligadas ao aumento da secrecédo de IFN-y ou
IL-12, mas pela inducdo da secrecdo de citocinas regulatérias como a IL-10.
Essas informagOes concordam com nossos resultados, uma vez que
observamos a supressdo da resposta Th2 guando comparado ao grupo
controle e o aumento na expressao da IL-10.

Os resultados obtidos na soroconversdao dos anticorpos totais, na
isotipagem mudando o perfil das 1gG, assim como na expressdo de citocinas
com os componentes da levedura concordam com a mudanca do tipo de
resposta de Th2 para Thl. Um importante atributo funcional das células do
sistema imune € a capacidade de sintetizar e secretar citocinas. Apoés a ligacao
em receptores especificos nas células alvos, essas proteinas agem regulando
o crescimento e a diferenciacdo das células ThO. O desenvolvimento da

resposta tipo Thl ou Th2 depende diretamente da gama de citocinas



60

estimuladas. As alteracdes no perfil de citocinas sdo sustentadas pela hipotese
de que os probidticos possuem a capacidade de influenciar nos niveis de
expressado das citocinas (HALLER et al., 2000). No entanto, a capacidade de
modular o sistema imunoldgico para a produgcdo de citocinas reguladoras €
dependente do microrganismo, concentracdo e periodo de administracdo
(HART et al., 2004). Os dados observados nesse experimento sugerem que a
modulagdo da resposta imune pelo Saccharomyces boulardii esta relacionada
com a expressdo da IL-10, ja que o grupo suplementado ndo apresentou
diferencas de expressdes significativas de outras citocinas estudadas,
comparado ao grupo controle.

Dessa forma podemos concluir que o S. boulardii apresentou efeito na
imunomodulacdo de animais vacinados, influenciando de maneira favoravel a
soroconversao, sendo significativamente mais alta, em todos os pontos

estudados, quando comparada ao grupo controle.
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CAPITULO 3

Avaliacdo do efeito dos probidticos Saccharomyces boulardii e Bacillus

cereus var. Toyoi na resposta imune em ovinos.

1. Introducéao

O setor de producdo de carne contribui expressivamente na economia
brasileira tendo em vista que o produto brasileiro tem grande aceitabilidade no
exterior. O efetivo de ovinos no Brasil no ano de 2007 foi de 15 milhbes de
animais, apresentando aumento de 1,4% com relagdo ao ano anterior. Do total
de animais, 55% destes estdo na Regido Sul, sendo o principal estado produtor
de ovinos (IBGE, 2007).

A regido que mais cresceu foi a Sudeste (11,7%), seguida pelo Centro-
oeste, Norte e Sul, 10%, 5% e 2,5%, respectivamente. Desde 1997, o rebanho
de ovinos brasileiro teve um aumento de 11,7% até 2007 (IBGE, 2007). Esses
dados demonstram a tendéncia de crescimento do consumo no mercado
interno, o qual tem sido justificado pela formacdo de associacfes comerciais
gue estdo investindo no segmento através de marketing, treinamento,
tecnologia, sanidade e outros pré-requisitos para o setor (NOGUEIRA &
JUNIOR, 2006).

A criacdo de ovinos é encontrada em vdarias regides do pais, sendo
animais de facil adaptacdo em varios sistemas de producdo. Possuem algumas
caracteristicas que tornam vantajosa a sua criacdo: producdo de 1a, carne e
leite, além da facilidade de manejo e adaptacdo, quando comparado como, por
exemplo, a bovinocultura (SELAIVE-VILLARROEL et al., 1997; CEZAR et al.,
2004). Devido a seu porte pequeno e facilidade de manejo, 0os ovinos sao
também utilizados como modelo experimental para posterior transposicdo de
resultados a outras espécies (MIKEL et al., 2004).

Nos ultimos anos tem aumentado a procura por uma alternativa aos
antibidticos utilizados na alimentacdo animal, sendo os probiéticos a mais
plausivel, com dados encorajadores em camundongos, peixes, aves, suinos e
bovinos (COPPOLA et al., 2004; GIL-TURNES, 1999; ANTUNOVIC et al.,
2005). Os probidticos sao utilizados na prevencao e no tratamento de doencas,

na regulacao da microbiota intestinal, no controle de distirbios do metabolismo
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gastrintestinal, na inibicdo da carcinogénese, como promotores de crescimento
e atualmente como imunomoduladores.

Recentes pesquisas para avaliar a resposta imune de animais
alimentados com dietas suplementadas com probidticos, revelaram, em sua
grande maioria, os efeitos benéficos destes microrganismos ao estimularem de
alguma maneira a resposta imune do hospedeiro, seja a resposta inata, a
celular ou a humoral (ERICKSON & HUBBARD, 2000). Na grande maioria dos
trabalhos utilizaram-se espécies monogastricas, tais como camundongos, aves
e suinos, o que indica a necessidade da avaliagdo dos probidticos em espécies
ruminantes.

A maioria dos estudos utilizou lactobacilos ou bifidobactérias, bactérias
usadas na alimentacdo humana e que apresentam restricbes em sua
comercializagcdo e administracdo na alimentacdo animal (GIL-TURNES, 1999;
DOYLE, 2001). O uso de microrganismos nao acido-laticos como probidticos,
tais como Saccharomyces boulardii e Bacillus cereus var. toyoi, apresentam
propriedades que favorecem sua utilizagcdo na alimentacdo animal. Resultados
reportados no capitulo 1 e 2 em camundongos sugerem que a resposta imune
parece ser influenciada durante a primo imunizag&o.

Baseado nos resultados obtidos em ovinos e em outras espécies em
estudos anteriores nosso objetivo neste estudo foi demonstrar os possiveis
mecanismos pelos quais Saccharomyces boulardii e Bacillus cereus var. toyoi

modulam a resposta imune em ovinos.

2. Metodologia especifica

2.1 — Producgéo dos probioticos

Ambos probidticos foram produzidos no Laboratério de Bacteriologia, no
Departamento de Microbiologia e Parasitologia (DEMP), do Instituto de Biologia
da Universidade Federal de Pelotas.

Os microrganismos utilizados, Bacillus cereus var. Toyoi e
Saccharomyces boulardii, tiveram procedéncia do Laboratério de bacteriologia
do Centro de Biotecnologia, UFPel.

Para producdo dos microrganismos foi utilizado um fermentador de

bancada, produzido pela B. Braun Biotech International — BIOSTAB® - B, com
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capacidade para fermentar até 10L. A tecnologia para producao dos probioticos

foi realizada como descrita na metodologia geral, descrita nas paginas 28 e 29.

2. 2 — Delineamento experimental

Foram utilizados trinta ovinos, Corriedale com Ideal, fémeas, de 5 meses
de idade, divididos aleatoriamente em trés grupos.

Todos os animais foram alimentados com racdo comercial isenta de
guimioterapicos, com 2% do seu peso vivo/dia. Os animais dos grupos A e B
receberam 1x10° UFC de S. boulardii gr' de racdo e 1x10° esporos viaveis de
B. cereus var. Toyoi gr, respectivamente, em administracdo oral e individual
diariamente. Todos os animais passaram por um periodo de sete de adaptacéo
ao probidtico. Apds os animais foram imunizados por via intramuscular com 3
mL da vacina viral com adjuvante oleoso (dia 0), sendo revacinados no dia 21 e
no dia 42. Os animais foram suplementados com os probidticos até o dia 28 do
experimento, apos foi suspensa a administragdo do mesmo e mantidos em
experimentacdo durante mais 35 dias, como mostra a figura 1.

Nos dias 0, 28 e 63 foi coletado sangue da veia jugular para posterior
cultivo dos leucécitos periféricos.

No dia 63 um animal de cada grupo foi eutanaziado e o bago removido
assepticamente, apdés o0 mesmo foi macerado e as células processadas como

descrito na metodologia geral na pagina 34.

Suspensao do

probidtico
e
v
I I I I I I I I I I
| | | | | | | | I |
0 7 14 21 28 35 42 49 56 63

Figura 1: Delineamento experimental em ovinos, distribuicdo dos dias do experimento com
ovinos. Uma semana antes da primeira dose da vacina os animais foram adaptados aos
probidticos. A seta vermelha (continua) indica os dias de vacina, a seta azul (pontilhada) a

suspensao do probiotico, a estrela verde indica o dia do cultivo dos esplenécitos. Nos dias 0,
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28 e 63 foi coletado sangue para cultivo dos leucécitos periféricos, nos dias 0, 7, 14, 21, 28, 42,

56 e 63 foi coletado sangue para obtencao de soro.

2.4 — Avaliagdo da imunidade

Soroconversao — ELISA

Para deteccdo dos anticorpos totais coletou-se sangue da jugular
semanalmente dos animais do experimento. O sangue foi incubado por 1 h a
temperatura ambiente, apés foi centrifugado a 1.000 g por 3 min. O soro dos
animais foi separado, identificado e armazenado isoladamente a temperatura
de — 20°C. Os anticorpos totais foram detectados pela técnica de ELISA. A
metodologia utilizada para técnica esta descrita na metodologia geral na pagina
32.

Soroneutralizagéo

Para obter o titulo de anticorpos neutralizantes foi realizada a técnica de
soroneutralizacdo, coletou-se sangue da jugular nos dias 0, 14, 42 e 63 do
experimento. O sangue foi incubado por 1 h a temperatura ambiente, apés foi
centrifugado a 1.000 g por 3 min. O soro dos animais foi separado, identificado
e armazenado isoladamente a temperatura de — 20°C. Para essa avaliagéo
foram utilizados pools dos soros dos animais de cada grupo em cada dia
coleta. A metodologia utilizada para técnica esta descrita na metodologia geral

na pagina 33.

Expresséao de citocinas

Para avaliar a expressao de citocinas inicialmente foi realizado o cultivo
de leucocitos periféricos a partir do sangue periférico de um animal de cada
grupo, o sangue foi coletado com anticoagulante da veia jugular nos dias 0, 28
e 63 do experimento. Posteriormente, foi realizado o cultivo dos esplendcitos a
partir do bago de um animal de cada grupo, no dia 63 do experimento. Apos as
células foram cultivados por 24 horas e estimulados com BoHV-5 ou RPMI

(controle negativo) passadas 24 horas do estimulo as células foram retiradas
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em Trizol e armazenadas a -70°C, conforme metodologia descrita na pagina 34
do item metodologia geral.

Posteriormente o RNA total foi extraido pelo método do TRIZOL
(Invitrogen) de acordo com o protocolo do produto. A sintese de cDNA foi
realizada pelo kit da Invitrogen segundo seu protocolo, e o cDNA resultante foi
estocado a -20°C. Reacdes de PCR utilizando oligbmero iniciador de GPDH e
sem cDNA foram realizadas como controle. Produtos do PCR foram
visualizados sobre luz UV apoés eletroforese em gel de agarose a 2% contendo
brometo de etidio. A andlise dos dados foi realizada utilizando Scientific
Imaging System software (Kodak). A andlise dos géis foi realizada através do
software TotalLab TL 100 v. 2006. A metodologia detalhada é descrita na

metodologia geral na pagina 34.

3. Resultados

3.1-ELISA

Os animais dos trés grupos apresentaram soroconversao contra o
antigeno utilizado e todos os grupos mostraram aumento dos niveis de
anticorpos devido a revacinacdo, independentemente da suplementacédo
recebida.

Durante o periodo de suplementacdo observou-se que 0 grupo que
recebeu probidtico de B. cereus var. Toyoi apresentou uma resposta humoral
significativamente superior ao grupo controle em todos os pontos analisados.

O grupo suplementado com Saccharomyces boulardii apresentou
soroconversao superior ao grupo controle nos dias 7, 14 e 28. Com relag&o ao
grupo suplementado com B. cereus var. Toyoi as soroconversdes foram
significativamente (p<0.05) inferiores nos dias 21 e 56 (Fig. 2). Entretanto, este
grupo apresentou soroconversfes crescentes durante todo o experimento.
Dado este semelhante ao observado em camundongos com o adjuvante oleoso
(dados nédo mostrados).

Mesmo apoés a suspensdo da administracdo dos probidticos observou-se

em todos o0s animais dos grupos suplementados uma maior resposta humoral &
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revacinagcdo. Nos animais do grupo controle esse aumento na soroconversao
foi inferior aos animais suplementados, sendo mais evidente no ultimo dia de
coleta (p<0.05) (Fig.2). As soroconversdes mais altas contra BoHV-5
registraram-se na ultima coleta do experimento para todos os grupos, sendo
3,9 no grupo suplementado com B. cereus var. Toyoi, 3,5 no grupo que

recebeu S. boulardii e 2,7 no grupo controle.

3,5

L =—#—>5. boulardii

=fll—B. cereus

Controle

0 7 14 21 28 42 56 63
Figura 2: Soroconversdo produzida nos animais imunizados com vacina contra BoHV-5. Os
dados representam as médias (+/-erro padrdo da média) das soroconversfes contra BoHV-5
induzidas pela vacina nos animais suplementados com S. boulardii, B. cereus var. Toyoi e
controle (a seta indica a vacinacao e a linha pontilhada indica a suspensao do probiético no dia

28).

3.2 - Soroneutralizacao.

Observamos que o probiético B. cereus var. Toyoi, apresentou maiores
titulos de anticorpos (log,) neutralizantes a partir do dia 14 (Fig. 3),
permanecendo assim até o final do experimento mesmo quando a

administracdo do mesmo ja havia sido suspensa. O S. boulardii apresentou
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maiores titulos quando comparado ao grupo controle apenas no dia 14 (Fig. 3),
apos a segunda dose da vacina os titulos do grupo controle e S. boulardii se
equipararam, sendo que o grupo suplementado com B. cereus var. Toyoi,

permaneceu mais alto comparado aos demais grupos.
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Figura 3: Titulo de anticorpos soroneutralizantes (log,) nos ovinos vacinados contra BoHV-5 e
suplementados com S. boulardii, B. cereus var. Toyoi. O titulo foi determinando pelo teste de
soroneutralizagdo nos dias 0, 14, 42 e 63. Os dados representam as médias (+/-erro padrédo da
média), (a seta indica a vacinacao e a linha pontilhada indica a suspensao do probiético no dia

28).

3.3 — Expresséao de citocinas

Quando avaliado o perfil de citocinas induzidos nos leucdcitos
periféricos, observamos que os animais suplementados com B. cereus var.
Toyoi, expressaram maiores niveis de TNF, IL-10, IFN-y, durante o periodo de
suplementacdo, quando comparados ao grupo controle (Fig. 4 e 5). Apés a
suspensao do probidtico os niveis de IL-10 mantiveram-se elevados, entretanto
os niveis de expresséo de TNF e IFN-y equipararam-se aos do grupo controle.

Quando estudamos a expressédo de IL-17 no grupo suplementado com
B. cereus observamos que sua expressao foi inferior ao grupo controle durante
a suplementacdo, entretanto, ao suspender o probiético observamos o

aumento na sua expressao (Figuras 4 e 5).
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Com relacéo a IL-4 observamos um padrdo semelhante a IL-17, porém
com niveis de expressao inferiores. Observamos que no dia 28, periodo com
suplementacdo e imunizacdo, houve uma reducdo de sua expressao, e um
aumento de sua expressdo apos a suspensao da suplementacéo (Figuras 4 e
5).

Ao estudarmos os animais suplementados com S. boulardii, observamos
uma modulacdo nas citocinas estudadas. Observamos modula¢fes
semelhantes das citocinas IFN-y, TNF e IL-10, durante a suplementacédo do
probiotico.

Quanto a expressao de TNF observamos uma maior expresséo durante
o periodo de suplementacao, entretanto, apos a cessagao os niveis reduziram,
porém superiores ao grupo controle.

Com relacdo a IL-10 observamos que durante a suplementagcao o0s
niveis desta mantiveram-se semelhantes ao grupo controle, sendo que apos a
suspenséao do probiodtico esses niveis reduziram de forma significativa.

Ao estudarmos o IFN-y, observamos que o0s niveis durante a
suplementacdo foram superiores ao grupo controle, entretanto diminuindo no
periodo pos suplementacéo (Figuras 4 e 5).

A modulacdo da citocina IL-4 foi evidenciada no dia zero com um
aumento de sua expressao em relacdo ao grupo controle, porém no dia 28
observou-se uma menor expressdo comparada ao grupo controle. Apos a
suspensdo da administracdo do probidtico esses niveis voltaram a aumentar,
porém se mantiveram ainda inferiores ao grupo controle (Figuras 4 e 5).

A expressao de IL-17 apresentou um padrao distinto das demais, tendo
sua expressao superior ao grupo controle no dia zero, diminuindo no dia 28 e
no dia 63 nao diferindo significativamente do controle (Figuras 4 e 5).

Ao analisarmos os resultados obtidos a partir do cultivo de esplendcitos
(apbs suspenséd@o dos probiodticos) estimulados com virus, observamos que o
animal do grupo que recebeu B. cereus var. Toyoi apresentou expressao
significativamente superior das citocinas IL-17 (22 vezes), IFN-y (18 vezes), IL-
10 (11 vezes) e IL-4 (20 vezes) ao grupo controle. Entretanto, na avaliacdo da
expressdo das citocinas TNF n&o observamos diferengca ao grupo controle
(Figura 5).
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O grupo suplementado com S. boulardii, apresentou o padrdao de
expressdo de citocinas em esplendcitos (apdés a suspensao dos probidticos)
superior para as citocinas IL-17 e IL-10, sendo de 18 e 22 vezes superiores ao
controle, respectivamente. Entretanto, com relacdo as citocinas TNF, IFN-y e
IL-4 n&o houve diferengca na expressdo ao comparar com 0 grupo controle
(Figura 5).
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Figura 4: Eletroforese em gel de agarose de produtos de PCR amplificados a partir do mRNA
de leucdcitos periféricos de ovinos imunizados com BoHV-5. Eletroforese em gel de agarose de
produtos de PCR resultantes da amplificacdo de (A) GPDH, (B) IL-17, (C) TNF, (D) IL-10, (E)
IFN-ye (F) IL-4. As bandas representam (1, 2 e 3) grupo S. boulardii, nos dia 0, 28 e 63
respectivamente; (4, 5 e 6) grupo B. cereus var Toyoi, nos dia 0, 28 e 63 respectivamente e (7,
8 e 9) grupo controle nos dia 0, 28 e 63 respectivamente.

Ao compararmos o0s resultados obtidos através da expressdo de
citocinas nos leucécitos periféricos e esplendcitos, mesmo considerando que
ndo foram obtidos do mesmo animal, obtivemos resultados diferentes na
modulagdo da expressao das citocinas estudadas.

As citocinas IL-17 e IFN-y apresentaram um padrédo de modulag&o
distinto sendo expressas em maiores niveis nos esplendcitos enquanto nos
leucocitos periféricos ndo foram detectadas diferencas de expressao em
relacdo aos controles. As citocinas IL-4, TNF e IL-10 apresentaram padréo de

expressdo semelhante nas duas populacdes de células.
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Figura 5: Modulacdo na expressdo de citocinas produzidas por leucécitos periféricos
estimulados com BoHV-5 nos dias 0, 28 e 63 do experimento, nos animais suplementados com
B. cereus var. Toyoi, controle e suplementados com S. boulardii. (A) IL-17; (B) TFN; (C) IL-10;
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Figura 6: Modulagéo na expresséo de citocinas produzidas em esplendcitos estimulados com
BoHV-5, no dia 63 do experimento. Animais suplementados com B. cereus var. Toyoi, controle
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4. Discussao

Ambos probidticos apresentaram efeito imunomodulador, concordando
com os resultados obtidos em outras espécies e com outros microrganismos
probidticos (AVILA et al, 1998, YASUI et al, 1999, PERDIGON et al, 1991).
Observamos uma maior resposta imune humoral nos animais suplementados,
independente do probidtico utilizado quando comparado ao grupo controle. Os
resultados observados apresentaram a mesma tendéncia no método de ELISA
e na técnica de soroneutralizacdo. Estes resultados confirmam o potencial
imunomodulador do B. cereus e S. boulardii quando utilizado como suplemento
na alimentac&o animal.

O método de ELISA tem sido amplamente empregado para pesquisa de
anticorpos, € um método quantitativo que apresenta alta sensibilidade. A
soroneutralizagdo é uma técnica que apresenta maior especificidade sendo
mais representativa, pois os anticorpos neutralizantes possuem maior afinidade
contra o antigeno utilizado, sendo esta considerada a técnica padréo para o
diagnostico de BoHV-5. (ROITT et al., 1989)

Observamos que o B. cereus demonstrou ser mais eficiente na
imunomodulacdo da resposta vacinal. Este efeito foi observado tanto quando
comparado ao grupo controle, ou quando comparado ao grupo suplementado
com S. boulardii. O efeito modulador observado pelo B. cereus sugere que este
induz uma modulagcdo mais para respostas tipo Thl. Este efeito pode ser
demonstrado através do padrdao de citocinas (IFN-y e TNF). Os dados
corroboram com os resultados obtidos por ROOS et al. (2009) demonstrando
similar tendéncia da resposta humoral obtida em ovinos suplementados com 0s
mesmos probidticos, bem como os dados obtidos em camundongos.

Animais suplementados com B. cereus apresentaram uma maior
expresséo de TNF e IFN-y durante o periodo de suplementacao, e os niveis de
expressdo destas citocinas retornaram a niveis similares aos observados no
grupo controle ap6s a sua interrupcdo. Essas observacdes sugerem gque essa
maior expressdo foi mediada pelo probidtico, entretanto o mecanismo dessa
modulacdo n&o tenha sido estudado. H& evidencias que sugerem que as

células dendriticas presentes na mucosa entérica exercam papel fundamental
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nesta modulacdo (SHANAHAN, 2004). Essas citocinas s&o produzidas pelas
células com fendtipo Thl, caracterizando uma resposta celular, resposta essa
favoravel no controle de infeccBes viricas. Quanto ao papel dessas citocinas na
modulacéo do isotipo de IgG podemos inferir que mecanismo semelhante ao
observados nos experimentos com camudongos possa ocorrer, uma vez que o
isotipo IgG2a observado caracteriza uma resposta celular.

O efeito modulador do B. cereus pode ser avaliado também nos
resultados de expressédo das citocinas IL-4 e IL-17. Observamos que durante o
periodo de suplementacdo a expressado da IL-4 foi mantida a baixos niveis,
porem quando interrompida sua administracdo essa foi expressa a niveis bem
superiores ao periodo de suplementacdo. Essas observagdes colaboram com
os resultados observados na expresséo de INF-y uma vez que essas citocinas
possuem efeito opostos (MOSER & MURPHY, 2000).

Com relacéo a IL-17 observamos que no grupo suplementado com B.
cereus houve uma expressao inferior ao grupo controle e essa diferenca foi
observada somente durante o periodo de suplementacao. IL-17 é uma citocina
com potencial inflamatério, tem sido observada em grandes quantidades nas
doencas que acometem o sistema imune (KAIKO et al., 2007). TANABE et al.,
(2008) observou que a suplementacdo com Biffidobacterium infantis suprimiu a
producdo de IL-17 enquanto aumentou a producdo de IL-10 foi aumentada,
demonstrando assim o efeito dos probiéticos na resposta inflamatéria.

A IL-10 apresentou aumento continuo em sua expressao, mesmo apos a
suspensdo da administracdo do B. cereus, demonstrando o efeito
imunorregulador na resposta imune conforme descrito por NIERS et al. (2005).
A partir dos dados observamos que a expressao desta citocina pode ter sido
modulada no primeiro contato com o antigeno se mantendo ap0s a suspensao
da administracdo dos probidticos. Ainda podemos sugerir que 0 aumento na
sua expressdo apos a interrupcdo do fornecimento do probidtico possa ser
efeito da expresséao de INF-y mediada pelo probidtico, ja que essas citocinas
possuem efeitos antagodnicos (ROITT et al, 1989). A IL-10 € uma citocina com
importante papel na regulacdo da resposta imune (VAARALA, 2003), e também
esta relacionada com a imunidade humoral, estimulando a proliferagcdo de

leucéceitos B e conseqientemente a producéo de anticorpos (MATSUZAKI &
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CHIN, 2000). Estas observagdes concordam com o0s resultados da
soroconversao e soroneutralizacao observados nesse estudo.

Quando estudada expressado das citocinas nos animais suplementados
com S. boulardii, observamos que a modulacdo na resposta imune nao ocorre
da mesma forma que o observado com o B. cereus. Esta observacdo é
compreensivel, pois sdo microrganismos diferentes que apresentam estruturas
distintas, podendo apresentar diferentes mecanismos na modulacdo da
resposta imune (HART et al., 2004; VINDEROLA et al., 2004).

Estudando a expressdo de TNF e IFN-y nos leucdcitos periféricos,
observamos que a expressdo dessas citocinas foi superior no grupo
suplementado quando comparadas ao grupo controle. E esses niveis de
expressdo diminuiram apés a interrupcdo do fornecimento do probidtico, esse
fato foi mais significativo com relacdo IFN-y sendo seu nivel de expresséo
inferior ao grupo controle. Esses resultados sugerem que a modulacdo na
expressdo dessas citocinas tenha sido mediada pelo S. boulardii. O papel
modulador do S. boulardii em relagdo ao do IFN-y pode ser também
evidenciado quando se observa os resultados de expressdo da IL-4. A
expressao de IL-4 foi evidenciada no dia zero e significantemente reduzida no
dia 28, voltando a subir no dia 63, sugerindo que o efeito antagonista do IFN-y
tenha modulado a expresséo de IL-4.

Quando avaliamos a expresséao da IL-10 observamos que houve uma
diferenca no dia 28 comparando ao controle. Entretanto o efeito modulatorio
fica evidente no dia 63 onde o estimulo do probidtico ndo estava presente e a
expresséo de IL-10 ficou a niveis quase nao detectaveis.

Ao estudarmos a expressao da citocina IL-17 observamos uma baixa
expressdo comparando com os dados obtidos com o B. cereus. Entretanto,
observamos uma diminuicdo de expressdo no dia 28, podemos sugerir que
possa ocorrer mecanismo antagénico semelhante ao observado no IFN-y pela
IL-4 (MOSER & MURPHY, 2000). Como observamos neste mesmo dia (28) um
aumento da expressao de IL-10 podemos sugerir que esta também possua um
efeito modulador sobre as citocinas IL-17 e IL-4. Essas observacdes sugerem
gue os resultados de soroconversdo e soroneutralizacdo observados no grupo
suplementado com S. boulardii, tenham sido influenciados pelas citocinas IFN-
y, TNF e IL-10.
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Quando avaliado os resultados obtidos na expressdo das citocinas
estudadas nos esplendcitos dos animais que receberam suplementacao
probidtica, e considerando a limitacdo dos dados, que sdo somente do dia 63 e
de um s6 animal por grupo, podemos sugerir que pelos niveis de expressao as
citocinas IL-17, IFN-y e IL-10 esté@o envolvidas nos mecanismos de modulagéo
dos probidticos testado.

Analisando os dados em conjunto obtido pela expressdo dessas
citocinas, em leucdcitos periféricos e esplendcitos, podemos sugerir que houve
envolvimento destas ja na primo sensibilizacdo vacinal. Este efeito modulador
em favor dos probiéticos fica evidenciado nas técnicas soroldgicas.

Observamos que os probioticos B. cereus var Toyoi e S. boulardii foram
capazes de modular a resposta imune em ovinos vacinados com uma vacina
de BoHV-5. Esse efeito modulatorio foi evidenciado na resposta vacinal, que
observamos uma resposta superior nos grupos suplementados comparado aos
controles. Estes dados sdo semelhantes aos obtidos em camundongos
sugerindo que os possiveis fatores probioticos imunomoduladores exercam seu

papel de maneira semelhante nestas duas espécies.
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DISCUSSAO GERAL

Observamos que a suplementacdo com probibticos foi capaz de
aumentar a resposta imune vacinal em todos os animais, independente do
probiotico utilizado. Esta observacdo corrobora com outros estudos (AVILA et
al, 1998, YASUI et al, 1999), porém nenhum relata o efeito imunomodulador de
Bacillus cereus var. Toyoi. ou Saccharomyces boulardii.

Observamos esse efeito imunolégico, mesmo apdés a suspensdo dos
probioticos. Estes resultados sdo muito importantes porque, em geral, para
observar o efeito dos probiético este deve ser administrado continuamente
(VAUGHAN et al.,, 1999). O titulo de anticorpos foi superior nos grupos
suplementados (p <0,05) apés a terceira vacinacdo, mesmo sendo apds a
interrupcdo da administracdo do probiotico, esses dados sugerem que o efeito
imunologico ocorre durante a primosensibilizagdo com o antigeno vacinal.
Como a resposta secundaria foi mais eficiente podemos sugerir que houve uma
modulacdo durante a resposta primaria estimulando mais células de memoria
(KAUFMANN, 2007). Esses dados ocorreram independente do probidtico e nas
duas espécies animais estudadas.

O aumento da taxa IgG2a/lgG1l nos camundongos suplementados com
B. cereus corresponde a um desvio da resposta tipo Th2 para resposta tipo
Thl (LI, 2007). Esses dados concordam com o perfil de citocinas estimulados
pelo B. cereus var Toyoi, jA que observamos o incremento da expressao de
citocinas tais como IL-12 e IFN-y no grupo suplementado. Quando comparado
estes dados com os dos animais suplementados com S. boulardii, estes
também apresentaram uma tendéncia para IgG2a (Thl), porém néo
apresentaram aumento na expressao das mesmas citocinas, sugerindo que
elementos distintos, aos induzidos por B. cereus, estariam envolvidos na
modulagdo para uma resposta com perfil Thl nos animais suplementados com
S. boulardi.

Além de modular a resposta humoral, o uso de probiéticos também foi
capaz de modular a resposta celular, aumentando expresséo de IFN-y, IL-12 e
IL-10 nos animais suplementados. BORRUEL et al. (2002), identificaram que

probioticos foram capazes de influenciar a producdo de citocinas por
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esplendcitos, leucdécitos e células intestinais, tanto in vitro como ex vivo, o que
corrobora com nossos dados.

Tais mudancas nos padrdes de citocinas apodiam-se na hipétese de que
0s probioticos podem influenciar de forma consistente niveis de expressao de
citocinas, como mostrado em ocasides anteriores sob condi¢des in vitro e in
vivo, pelo estimulo inicial nas células dendriticas (HALLER et al, 2000; ULISSE
et al., 2001; SCHULTZ et al., 2004). No entanto, a capacidade de modular o
sistema imunoldgico quanto a expressdo de citocinas € dependente do
microrganismo utilizado, concentracdo, periodo de administracdo (HART et al.,
2004; VINDEROLA et al., 2004). Os dados obtidos nesse estudo sugerem o
uso promissor de probidticos para o aumento da eficacia de vacinas utilizadas

em animais.
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CONCLUSAO GERAL

Os resultados observados nos permitem concluir que o Bacillus cereus
var. Toyoi e Saccharomyces boulardii possuem efeito modulador na resposta
imune vacinal. Os animais suplementados apresentaram soroconversao
significativamente superior ao controle, mesmo apds a suspensdo dos
probidticos, sugerindo que seu efeito ocorreu na primosensibilizacdo. Os
resultados aqui apresentados, tanto para mono ou poligastricos, através da
demonstracdo da expresséao de citocinas bem como da producéo de anticorpos
contribuem para um melhor entendimento dos mecanismos evolvidos na
modulacao imunoldgica mediada por probidticos.

A administracdo de probioticos contribui para eficacia das vacinas,
especialmente aquelas que dependem da resposta imune celular protetora
como resposta. A partir do conhecimento do mecanismo de cada probidtico,
poderemos selecionar microrganismos capazes de modular para ampliacédo

resposta humoral assim como da resposta celular.
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