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Resumo

FRANZ, Helen Cabaldi. Avaliagao do efeito imunomodulador de Bacillus
toyonensis em cédes vacinados contra Parvovirus. 2019. 68f. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias) - Programa de Pos-Graduacdo em Veterinaria, Faculdade
de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2019.

Probidticos sdo microrganismos vivos que quando administrados em quantidades
adequadas promovem beneficios & saude do hospedeiro. Os mecanismos de acao
dos probidticos incluem fatores que aprimoram as defesas naturais do organismo,
dentre estes é possivel citar a modulacdo da resposta imune. Bacillus toyonensis &
um microrganismo probidtico que ha décadas vem sendo utilizado na nutricdo
animal ao redor do mundo. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito
imunomodulador da suplementacdo com o probiético B. toyonensis para cdes que
foram vacinados contra parvovirose. 10 cdes da raca Australian Cattle Dog,
provenientes de duas ninhadas, com 45 dias foram selecionados aleatoriamente
para compor dois grupos, onde um grupo recebeu via oral B. toyonensis na
concentracdo 2x10° esporos viaveis por dia durante 35 dias e para o outro grupo foi
administrado apenas solu¢ao salina fosfatada. Os cdes foram vacinados contra
parvovirus canino tipo 2 nos dias 7 e 28 do experimento e, foram realizadas coletas
de sangue nos dias 0, 7, 21 e 35 do experimento. Os niveis de anticorpos IgG totais
especificos contra o antigeno foram determinados por ELISA indireto. A
suplementacdo com B. toyonensis foi eficiente em estimular a producéo de titulos de
anticorpos 4 vezes superiores (p<0,05) quando em comparacdo aos animais do
grupo controle em todos os dias analisados. Os hemogramas mostraram um perfil
hematologico esperado para a espécie e idade dos animais. Células mononucleares
do sangue periférico (PBMCs) de caes foram cultivadas e estimuladas com DNA,
célula vegetativa e esporos de B. toyonensis. Por gPCR foi avaliado a transcricdo de
MRNA das citocinas IL-4, IL-17, e IFN-y nas PBMCs. Os esporos de B. toyonensis
induziram a transcricdo de mRNA de IL-4 (4,4 vezes), IL-17 (1,3 vezes) e IFN-y (1,6
vezes), o DNA obteve IL-4 (4,7 vezes), IL-17 (3,5 vezes) e IFN-y (2 vezes) e as
células vegetativas foram responsaveis por induzir IL-4 (1,7 vezes), IL-17 (3,15
vezes) e IFN-y (1,2 vezes). Sendo assim, concluimos neste estudo que a
suplementacado com B. toyonensis pode amplificar a resposta imune vacinal contra a
parvovirose em caes.

Palavras-chave: probidticos; vacinagdo; imunomodulacao; anticorpos



Abstract

FRANZ, Helen Cabaldi. Evaluation of the immunomodulatory effect of Bacillus
toyonensis in dogs vaccinated against parvovirus. 2019. 68f. Dissertation
(Master degree in Sciences) - Programa de Pés-Graduagdo em Veterinaria,
Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2019.

Probiotics are live microorganisms that when administered in adequate quantities
promote health benefits to the host. The mechanisms of action of probiotics include
factors that enhance the body's natural defenses, among which it is possible to cite
the modulation of the immune response. Bacillus toyonensis is a probiotic
microorganism that for decades has been used in animal nutrition around the world.
The objective of this work was to evaluate the immunomodulatory effect of probiotic
B. toyonensis supplementation for dogs that were vaccinated against parvovirus. 10
Australian Cattle Dog dogs from two litters with 45 days were randoy selected to form
two groups, where one group received oral B. toyonensis at a concentration of 2x10°
viable spores per day for 35 days and for the other group only phosphate saline was
administered. Dogs were vaccinated against canine parvovirus type 2 on day 7 and
28 of the experiment, and blood samples were collected on days 0, 7, 21 and 35 of
the experiment. Total antigen-specific 1IgG antibody levels were determined by
indirect ELISA. B. toyonensis supplementation was efficient in stimulating the
production of higher antibody titers 4 times higher (p <0.05) when compared to
control animals on all days analyzed. The hemograms showed an expected
hematological profile for the species and age of the animals. Peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) from dogs were cultured and stimulated with DNA,
vegetative cell and B. toyonensis spores. By qPCR the mRNA transcription of
cytokines IL-4, IL-17, and IFN-y in PBMCs was evaluated. B. toyonensis spores
induced IL-4 (4.4-fold), IL-17 (1.3-fold) and IFN-y (1.6-fold) mRNA transcription, the
DNA obtained IL-4 (4.7 fold), IL-17 (3.5-fold), and IFN-y (2-fold), and the vegetative
cells were responsible for inducing IL-4 (1.7-fold), IL- IFN-y (1.2 fold).Thus, we
conclude in this study that B. toyonensis supplementation may amplify the vaccine
iImmune response against parvovirus in dogs.

Keywords: probiotics; vaccination; immunomodulation; antibodies
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1 Introducéo

A primeira espécie animal domesticada foi a canina e, junto dos felinos, o cédo
tornou-se um dos animais de companhia mais populares ao redor do mundo
(STROMPFOVA et al., 2017). A convivéncia com animais de estimagdo é uma parte
estavel da vida humana e, portanto, ha o aumento do interesse em promover o bem-
estar e a saude destes animais nas Ultimas décadas (GRZESKOWIAK et al., 2015).
Neste sentido, a utilizacdo de probioticos pode contribuir trazendo beneficios a
saude dos cées, pois seus mecanismos de acado incluem fatores que aprimoram as
defesas naturais do organismo, como: alteragdo e fortalecimento da microbiota
intestinal, produgdo de compostos com atividades antimicrobianas, inibicdo da
adesao de microrganismos patogénicos e modulacdo da resposta imune (THOMAS,;
VERSALOVIC, 2010).

Probidticos podem ser definidos como microrganismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, promovem beneficios a saude do
hospedeiro (FAO/WHO, 2002). Estimulagdo da produgdo de imunoglobulinas,
inducdo do aumento da atividade de macréfagos e linfécitos, influéncia na producéo
de citocinas sdo alguns mecanismos de atuacdo dos probidticos modulando as
respostas imunolégicas (PELUSO et al.,, 2007; OELSCHLAEGER, 2010; WYNN,
2009). No entanto, estes efeitos dependem do microrganismo probiético que sera
utilizado (OELSCHLAEGER, 2010). No ambiente intestinal, os probioticos modulam
a resposta imune inata e adaptativa atuando junto as células epiteliais intestinais e
células dendriticas, que estdo aptas a reconhecer 0s microrganismos probioticos
através de seus receptores de reconhecimento padrdo (PRRs), especialmente os
receptores toll-like (TLRs) (GOMEZ-LLORENTE et al., 2010). A resposta depende do
subtipo de células que séo ativadas: as células de Paneth produzem defensinas e as
caliciformes potencializam a producdo de muco, as células dendriticas ativadas
intensificam a sintese de citocinas, moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) e moléculas co-estimulatorias capazes de polarizar as
respostas dos linfocitos T auxiliares em Thl, Th2, Treg e Thl7 (LEBEER et al.,
2010).
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Bacillus toyonensis trata-se de uma bactéria Gram-positiva formadora de
esporos, ndo patogénica, que ha décadas é utilizada na nutricdo animal em varios
paises ao redor do mundo (JIMENEZ et al., 2013). A principio, este microrganismo
foi identificado como sendo uma cepa da espécie B. cereus (B. cereus var. toyoi),
porém estudos posteriores reconheceram, através de comparacdo de sequencias do
genoma e do perfil fenotipico, que se tratava de uma nova espécie, a qual entéo foi
denominada B. toyonensis (JIMENEZ et al., 2013). A sua inicial utilizacio data de
1975, quando a preparacdo comercial TOYOCERIN® foi oficialmente aprovada no
Ministério da Agricultura e Florestas do Japao. JA na comunidade Européia, sua
autorizacdo ocorreu em 1994, inicialmente para a espécie suina, tornando-se o
microrganismo pioneiro autorizado como aditivo alimentar. No decorrer do tempo
veio também a permissdo para a utilizagdo em aves, bovinos e coelhos (WILLIAMS
et al., 2009).

Estudos que utilizaram B. toyonensis como probiotico para a suplementacao
de camundongos e ovinos obtiveram resultados promissores relacionados ao seu
efeito imunomodulador e a capacidade de aumentar a eficacia de vacinas. A
suplementacdo de camundongos estimulou uma maior soroconversdo contra o
parvovirus canino (COPPOLA et al., 2005). Também se verificou em um estudo mais
recente, a ocorréncia de maiores niveis de imunoglobulinas totais no soro e
elevacdo dos niveis de transcricdo de interleucinas 4 (IL-4) e 12 (IL-12) dos
esplendcitos desta espécie, quando vacinada contra herpesvirus bovino tipo 5
(BoHV-5) (SANTOS et al., 2018). Para ovinos, os efeitos foram similares, resultando
em aumento na soroconversao e maiores titulos de anticorpos neutralizantes contra
BoHV-5 (ROOS et al., 2018).

Pesquisas relacionadas a probi6ticos com caninos, em que foi avaliado o
efeito na resposta imune, envolveram Enterococcus faecium, microrganismos do
género Lactobacillus e as Bifidobactérias (BAILLON et al., 2004; BENYACOUB et
al., 2003; ROSSI et al., 2014), porém nao hé relatos conhecidos por este autor da
utiizacdo de B. toyonensis para esta espécie animal. Portanto, o objetivo deste
estudo foi avaliar o efeito imunomodulador da suplementagdo com B. toyonensis

para caes que foram vacinados contra parvovirose.



2 Objetivos
2.1 Objetivo Geral

Estudar os efeitos do probidtico B. toyonensis na imunomodulagéo de caes.

2.2 Objetivos especificos

. Avaliar a modulacao da resposta imune humoral (niveis de IgG total) de
cées vacinados contra parvovirose conforme esquema de vacinagao adotado no
canil e suplementados com B. toyonensis.

o Avaliar a modulagcdo da resposta imune celular (transcricdo de mRNA
das citocinas IL-4, IL-17, IFN-y) em PBMCs de cédes quando estimuladas com
células vegetativas, DNA e esporos do B. toyonensis.

o Realizar os hemogramas seriados dos cées vacinados e

suplementados com B. toyonensis.



3 Artigos
3.1 Artigo 1

Probi6ticos em caes

Helen Cabaldi Franz, Francisco Denis Souza Santos, Vitéria Sequeira Gongalves,
Maria Eduarda Bicca Dode, Silvia de Oliveira Hibner e Fabio Pereira Leivas Leite

Submetido a revista Ciéncia Rural
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Probioticos em caes
Probiotics in dogs

-REVISAO BIBLIOGRAFICA-

RESUMO

Apds mais de um século das primeiras observacdes de Elie Metchnikoff sobre certas
bactérias responsaveis por efeitos benéficos a salde, temos a popularizacdo dos probioticos.
H& uma indudstria crescente ao redor destes microrganismos, tanto em produtos para uso
humano, quanto animal. Probioticos sdo definidos como microrganismos viaveis que quando
administrados em quantidades adequadas promovem beneficios a salde do hospedeiro. Na
medicina de caninos, os probidticos demonstram beneficios com potencial na modulagéo do
sistema imune e na prevengdo e tratamento de doencas, principalmente gastrointestinais.
Neste artigo, revisamos conhecimentos das funcBes e aplicagdes dos probiodticos para a

espécie canina, incluindo novas areas para pesquisas.

Palavras-chave: caninos, bactérias, microrganismos.

ABSTRACT

After more than a century of the first observations of Elie Metchnikoff on certain
bacteria responsible for beneficial effects to health, we have the popularization of probiotics.
There is a growing industry around these microorganisms, both in products for human use, as
well as animal. Probiotics are defined as viable microorganisms that when ingested in
appropriate quantities promote health benefits to the host in dog medicine, probiotics

demonstrate potential benefits in modulating the immune system and in preventing and
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treating diseases, especially gastrointestinal diseases. In this paper, we review current
knowledge of the functions and applications of probiotics for canine species, including new

areas for research.

Key words: canines, bacteria, microorganisms.

INTRODUCAO

Variadas defini¢Ges para o termo probiotico foram estabelecidas no decorrer do tempo
de sua utilizagdo. Atualmente o conceito reconhecido internacionalmente é o estabelecido
pela Organizacdo Mundial da Salde e Organizacdo das Nagdes Unidas para Alimentacdo e
Agricultura (2002), que descrevem probi6ticos como microrganismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, promovem beneficios a salde do hospedeiro.
Porém, existem exigéncias a serem cumpridas para que um microrganismo possa Ser
considerado como probidtico. Conforme a FAO e a OMS (2002), é preciso avaliar sua
identidade (género, espécie e local de onde foi isolado), realizar testes in vitro que apresentem
a resisténcia do microrganismo frente a acidez gastrica, aos &cidos biliares e as enzimas
digestivas, investigar sua atividade contra microrganismos patogénicos, avaliar a seguranga na
sua administracdo e proceder com estudos in vivo que comprovem efeitos benéficos na saude
do hospedeiro.

O efeito probidtico de certos microrganismos ja foi comprovado, destacando 0s
géneros bacterianos Lactobacillus, Bacillus e Bifidobacterium e, as leveduras Saccharomyces
boulardii e S. cerevisiae amplamente empregados em medicina humana (BUTS & KEYSER,
2006; MARTINS et al., 2010). Na medicina animal, também os microrganismos ndo acido-
laticos e formadores de esporos, como o B. toyonensis, possuem caracteristicas favoraveis a

sua utilizacdo, que incluem a estocagem sem ser necesséria a refrigeracdo e a capacidade de
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sobrevivéncia no trato gastrointestinal (CUTTING, 2011). Com relagcédo aos mecanismos de
acdo dos probioticos, ha a inclusdo de fatores que aprimoram as defesas naturais do
organismo, como: alteragéo e fortalecimento da microbiota intestinal, producdo de compostos
com atividades antimicrobianas, inibicdo da adesdo de microrganismos patogénicos e
modulacgdo da resposta imune (THOMAS & VERSALOVIC, 2010). Na medicina de cdes e
gatos, assim como para animais de producdo, os probidticos demonstram beneficios em
potencial na modulagdo do sistema imune e na prevencdo e tratamento de doencas,
principalmente gastrointestinais (WYNN, 2009).

Neste artigo, revisamos conhecimentos das fungdes e aplicagdes dos probioticos para a
espécie canina, incluindo novas areas para pesquisas.

Definicgdo e breve historico

Em 1905, Elie Metchnikoff, cientista e imunologista russo, colaborador do Instituto
Pasteur em Paris e premiado com o Prémio Nobel de Medicina por seu trabalho em
imunologia em 1907, prop0ds que certas bactérias produtoras de &cido latico presentes no leite
fermentado eram capazes de ocasionar mudancas benéficas na saide humana. Metchnikoff
recomendava a ingestdo diaria de uma formulacdo de um iogurte que era composto por um
grupo de bactérias lacticas ou de culturas puras do bacilo bulgaro (L. bulgaricus), as quais
seriam responsaveis por abolir bactérias putrefativas do célon (MACKOWIAK, 2013).
Posterior pesquisa revelou que L. bulgaricus ndo tem a capacidade de sobreviver ao ambiente
intestinal e, devido a isso, ndo seria possivel a atuacdo em detrimento das bactérias
putrefativas do colon (KULP & RETTGER, 1924).

A partir das observacGes de Metchnikoff, muitos outros ensaios com indmeros
microrganismos foram estabelecidos. No ano de 1954, o cientista alemdo Ferdinand Vergin
estudou os efeitos nocivos dos antibidticos e outros agentes antimicrobianos na microbiota

intestinal em comparacgéo aos beneficios provocados por algumas bactérias, gerando o artigo
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intitulado "Anti-und Probiotika", sendo considerado o possivel inventor do termo probidtico.
Em 1965, Lilly e Stillwell caracterizaram os probioticos como sendo microrganismos que
eram responsaveis por causar o crescimento de outros ou produzir substancias que promoviam
um efeito benéfico no equilibrio microbiano intestinal. Mais de 20 anos depois, foi
estabelecido que probidticos fossem suplementos alimentares com base de microrganismos
viaveis, que precisariam exercer um efeito benéfico ao hospedeiro (FULLER, 1989). Em
contra partida, estudos mais recentes sugerem a necessidade de uma dose apropriada dos
organismos probidticos para que estes efeitos almejados possam ser expressos no organismo
(MINELLI & BENINI, 2008). Portanto, a definicdo atual, sustentada desde 2013 pela
Associagdo Cientifica Internacional para Probioticos e Prebioticos e, atualmente reconhecida
internacionalmente, é a de que probidticos sdo microrganismos vivos que quando
administrados em quantidades adequadas promovem beneficios a saide do hospedeiro (HILL
et al., 2014).

Escherichia coli ndo patogénica Nissle 1917 foi um dos microrganismos pioneiros
como probidtico e vem sendo ainda utilizado. As bactérias mais empregadas como
probidticos incluem as da espécie Lactobacillus e as Bifidobactérias. A levedura probidtica
mais comumente utilizada é o Saccharomyces boulardii (BALAKRISHNAN & FLOCH,
2012). De fato, os probioticos tornaram-se bastante populares. Presenciamos o cenério de uma
industria crescente ao redor da comercializacdo de probioticos, seja nos alimentos, nos
diversos formatos farmacéuticos ou como suplementos dietéticos, tanto para uso humano,
como animal (SANDERS, 2003).

Em animas de producdo, os probidticos vém sendo utilizados ha muito tempo como
uma alternativa aos antibiéticos, como promotores de crescimento (FULLER, 1989). O uso de
probidticos em animais de estimacdo é mais recente, provavelmente devido ao fato da

conscientizacdo das pessoas de que produtos similares aos que eram utilizados por elas,
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pudessem ser administrados para 0os animais de companhia para também se obter os efeitos
benéficos (HAMLIN, 2011).

Particularidades dos microrganismos probioticos

Primordialmente, o microrganismo probidtico deve possuir um historico de ndo ser
patogénico e ter sua seguranga garantida ao consumo, bem como ndo apresentar genes que
compdem a caracteristica de resisténcia aos antibioticos de uso clinico (PEREIRA et al.,
2018). Além destes, é possivel destacar os aspectos funcionais e fisioldgicos, os quais
definirdo a sobrevivéncia do microrganismo frente ao trato gastrointestinal, como a resisténcia
frente ao meio acido e a acdo dos sais biliares, e a capacidade de aderir e colonizar o intestino.
A avaliacdo destas propriedades é possivel de ser alcancada pela simulagdo do ambiente no
qual o microrganismo serd inserido, através de testes in vitro (SAAD, 2006).

N&o menos importantes séo as propriedades utilizadas no processo de producgéo e nas
etapas de armazenamento e distribuicdo, pois garantem a viabilidade do produto e que ndo
existam alteracGes de suas caracteristicas (PEREIRA et al., 2018). Neste sentido, vale
destacar os microrganismos que apresentam facilidade no crescimento e que sdo aplicaveis
para a producdo em larga escala (SAAD, 2006). Na alimentagdo animal, 0s microrganismos
ndo acido-laticos, como S. boulardii e Bacillus toyonensis, possuem caracteristicas favoraveis
a sua utilizacdo. B. toyonensis € uma bactéria Gram-positiva formadora de esporos, ndo
patogénica, que ha décadas € utilizada na nutricdo animal, promovendo a melhora na
eficiéncia alimentar e na salde de suinos, aves, bovinos, coelhos, bem como na aquacultura
em muitos paises (JIMENEZ et al., 2013). Saccharomyces boulardii ¢ uma levedura nio
patogénica, termotolerante, que exerce beneficios a salde do hospedeiro, sendo usada
amplamente na prevencgéo e tratamento de desordens gastrointestinais agudas e cronicas de
humanos. Na medicina veterinaria é utilizada notadamente para animais de producdo e

equinos (BRESCIANI et al., 2014). Muitas empresas do ramo pet ja oferecem alimentos que
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apresentam culturas probidticas em sua composicdo (HAMLIN, 2011). Lactobacillus
acidophilus foi testado quanto a viabilidade no processo de producgdo de uma ragdo para cées,
indicando que esta bactéria foi capaz de sobreviver ao processo de producdo e estocagem do
alimento (BAILLON et al., 2004). Existe também a atencdo quanto & palatabilidade e a
praticidade em administracdo aos animais de estimagdo, sendo que pode ser vantajoso o
suplemento que pode ser adicionado a qualquer tipo de alimento ou até mesmo diretamente
para o animal, como alimento mastigavel (HAMLIN, 2011).

Outros aspectos relevantes sdo a dose e o tempo de administragdo necessario para que
0 probiodtico exerca seus beneficios no organismo do hospedeiro. OUWEHAND (2017)
ressalta em sua reviséo sobre respostas de doses para humanos, que existe uma influéncia de
variaveis que impossibilitam a indicacdo de uma melhor concentragcdo para resultados
benéficos. Segundo o autor, estas varidveis incluem finalidade, espécie de microrganismo
probiotico, veiculo de entrega e administracdo. MINELLI & BENINI (2008) mencionam que
a maioria dos estudos, principalmente aqueles que utilizam probibticos para tratamento de
disturbios do trato gastro intestinal, indicam que os efeitos dependem da dosagem e citam de
10" a 10°UFC/g diariamente para humanos. SANTOS et al. (2018) observaram que a
suplementacdo de camundongos com B. toyonensis (10°UFC/g) por sete dias ja promoveu
efeitos benéficos na imunidade dos animais. Nosso grupo de pesquisa vem realizando ensaios
que apontam qual o tempo necessario de suplementacdo que seria capaz de promover efeitos
benéficos na salde de diversas espécies animais. No entanto, a defini¢do de probidticos aceita
internacionalmente ndo deixa claro qual a concentracdo de microrganismos e quantos dias séo
necessarios para que se alcancem os beneficios para o hospedeiro (HILL et al., 2014).

Mecanismos de acdo dos probidticos na microbiota intestinal

O equilibrio da microbiota intestinal estabelece papel fundamental para a manutengéo

da saide (HONDA & LITTMAN, 2012). Ainda neste sentido, € possivel dizer que a
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microbiota intestinal residente é capaz de causar, contribuir e modular a saide, assim como a
doenca, podendo também ser responsavel por implicar variaveis distirbios ao organismo
(GRICE & SEGRE, 2011). A constatacdo de que existem distingdes no perfil da composicéo
da microbiota dos organismos saudaveis e doentes conduziu a uma ideia de que manipular
essas comunidades microbianas pode ser vantajoso para a promocdo da saude, chamando a
atencdo para a utilizacdo dos probidticos neste sentido (SCHMITZ & SUCHODOLSKI,
2016), especialmente para a resolucdo de doencas intestinais caninas (ROSSI et al., 2014;
HERSTAD et al., 2010).

A presenca dos probioticos resulta na competigdo por sitios de ligagédo e na disputa por
nutrientes, fatos que os tornam importantes para manter a microbiota intestinal equilibrada. A
caracteristica que os microrganismos probidticos possuem de ocupar sitios de ligacdo no
intestino e formar uma barreira protetora também é fundamental para evitar a colonizagao por
bactérias patogénicas (SCHACHTSIEK, 2004; LAVERMICOCCA et al., 2005).

As bactérias presentes no limen intestinal tém sua nutricdo baseada em substancias
que foram parcialmente digeridas por enzimas ou que foram intencionalmente acrescidas a
dieta como prebidticos (GIBSON et al., 2005). Prebioticos referem-se a elementos
alimentares ndo digeriveis que fomentam seletivamente o desenvolvimento ou acdo de
populacdes de bactérias desejaveis no célon, ocasionando vantagens ao hospedeiro (SAAD,
2006). As bactérias probidticas e patogénicas disputam e, a escassez dos nutrientes
disponiveis no ambiente intestinal, torna-se um limitante para as bactérias patogénicas
(GIBSON et al., 2005).

Os microrganismos probidticos tem a capacidade de produzir e liberar moléculas, tais
como as bacteriocinas e 0s acidos organicos, que agem sobre as bactérias patogénicas
promovendo uma ac&o bacteriostatica ou bactericida (VELEZ et al., 2007). Bacteriocinas sao

caracterizados por serem peptideos heterogéneos pequenos, resistentes ao calor e que atuam
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formando um complexo com os componentes da membrana da bactéria alvo, geralmente
levando a formacao de poros e um efeito detergente (BIERBAUM & SAHL, 2009). Os 4cidos
organicos, especialmente o &cido acético e o &cido latico, apresentam uma potente inibicéo
contra bactérias Gram-negativas, sendo conhecidos como as principais substancias
antimicrobianas produzidas por probioticos que agem causando dano as bactérias patogénicas
(MAKRAS et al., 2006). Os acidos organicos na forma ndo dissociada penetram na célula
bacteriana através da sua membrana, dissociando-se no citoplasma e causando uma reducdo
de pH intracelular ou acumulando no seu interior de forma ionizada. Esta desestabilizacdo do
patdgeno acaba resultando em morte (RUSSELL & DIEZ-GONZALES, 1998).

Mecanismos de a¢do imunomoduladores dos probidticos

H4 evidéncias de que probidticos modulam a resposta imune através da estimulacéo da
producdo de imunoglobulinas, indugdo do aumento da atividade de macréfagos e linfécitos,
bem como pelo estimulo da producdo de citocinas (PELUSO et al., 2007; OELSCHLAEGER,
2010; WYNN, 2009). Os efeitos dos probidticos na modulagdo da resposta imune dependem
do microrganismo utilizado (OELSCHLAEGER, 2010). No intestino, 0s probioticos
interagem com as células epiteliais intestinais e com as células dendriticas (DCs), estimulando
a resposta imune inata e adaptativa. Estas células tem a habilidade de reconhecer os
probidticos através de seus receptores de reconhecimento padrdo (PRRs), principalmente os
receptores toll-like (GOMEZ-LLORENTE et al., 2010) e a resposta gerada esta ligada ao
subtipo de células que sdo ativadas. As celulas de Paneth ativadas sdo produtoras de
defensinas e as do tipo caliciformes intensificam a producdo de muco. As DCs quando
estimuladas com os probidticos reagem com maior sintese de citocinas, moléculas do
complexo principal de histocompatibilidade (MHC) e moléculas co-estimulatorias capazes de
polarizar as respostas dos linfocitos T auxiliares em Thl, Th2, Treg e Th17 (LEBEER et al.,

2010). Os géneros Lactobacillus e o Bifidobacterium estimulam células mononucleares do
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sangue periférico (PBMCs) de humanos a produzirem citocinas, como o fator de necrose
tumoral o (TNF-a) e interferon-gama (IFN-y), interleucina 10 (IL-10) e (fator de
transformacgéo do crescimento beta) TGF-p que induzem a propagagéo de respostas imunes
diferenciadas (SOLIMAN et al., 2015). No entanto, ainda ndo existe um esclarecimento de
fato dos mecanismos de atuagdo dos probidticos.

Diversos ensaios nas variadas espécies adotam combinacBes de probidticos para o
alcance dos efeitos imunomoduladores. SAUTER (2005) observou que as cepas probidticas
de L. acidophilus NCC2628 e NCC2766 e L. johnsonii NCC2767 n&o induziram aumento nas
concentragdes das citocinas regulatérias e pro-inflamatdrias quando testadas individualmente.
Porém, quando houve uma combinagdo das trés cepas houve alteragdes significativas nas
proporg¢des das citocinas em ensaios realizados ex vivo em cultivos celulares de biopsias de
caes, sugerindo um sinergismo entre as bactérias.

A suplementacdo com determinados probioticos pode ser considerada uma alternativa
para aumentar a eficiéncia de vacinas através da modulacdo da resposta imune (ROOS et al.,
2012). Camundongos vacinados com uma vacina replicante contra parvovirus canino e com
uma bacterina de E. coli, quando suplementados com os microrganismos B. toyonensis e S.
boulardii, tiveram uma significativa soroconversédo nos animais suplementados em relagéo
aos controles. Saccharomyces boulardii levou a um aumento na soroconversdo para a
bacterina e B. toyonensis estimulou uma maior soroconversao contra 0 parvovirus canino
(COPPOLA et al., 2005). A suplementacdo com B. toyonenesis foi capaz de modular a
resposta imune de camundongos e ovinos vacinados contra herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-
5) (ROOS et al., 2018; SANTOS et al., 2018), sendo observado um aumento nos niveis de
imunoglobulinas totais no soro em comparacdo ao grupo controle. Os esplendcitos dos
camundongos suplementados apresentaram maiores niveis de transcricdo de interleucinas 4

(IL-4) e 12 (IL-12) (SANTOS et al., 2018).
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Por se tratar de uma area de grande interesse, as pesquisas sd0 numerosas e algumas
questBes vém sendo elucidadas em relagdo ao modo de atuacdo dos probidticos no sistema
imunoldgico. Porém, ainda é preciso muitos ensaios para se estudar o efeito especifico de
cada microrganismo probiotico, primordialmente com testes in vitro, posterior em modelos
animais e por fim, através das intervengdes nas diversas espécies animais.

Probidticos em cées

Bactérias &cido-lacticas, bactérias ndo &cido lacticas e leveduras tém sido utilizadas
como probiéticos em estudos com cdes, em concentraces geralmente acima de 10°UFC/dia
(Tabela 1). Algumas destas pesquisas relatam a recuperacdo nas fezes dos probidticos
administrados (MARCINAKOVA et al., 2006; BAILLON et al., 2004, STROMPFOVA et
al., 2012; BRESCIANI et al., 2014). A recuperagdo dos microrganismos nas fezes corrobora a
sobrevivéncia destes pelo ambiente desfavordvel do trato gastrointestinal e a provavel
colonizagdo do intestino dos animais, indicando que a administracdo dessa concentracao
minima por dia pressupde-se adequada para esta espécie.

Um fator importante abordado em alguns destes estudos €é a detec¢do da diminuicéo de
bactérias patogénicas nas fezes durante o periodo em que os cdes estdo recebendo os
probidticos (MARCINAKOVA et al., 2006; BAILLON et al., 2004; STROMPFOVA et al.,
2012; MAHONY et al., 2009), constatagéo que indica um eficiente mecanismo de disputa na
microbiota intestinal canina. BAILLON (2004), estudando o efeito de Lactobacillus
acidophilus fornecido junto a uma dieta seca para cdes saudaveis adultos, detectou um
aumento nos numeros de lactobacilos nas fezes durante o periodo de administragdo do
probiotico, e diminui¢cdo do nimero de Clostridium sp. fecais. Também cées que receberam
B. animalis na dieta durante seis semanas, apresentaram reducdo na contagem de Clostridium

difficile nas fezes (MAHONY et al., 2009).
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Faz-se importante ressaltar que grande parte dos estudos com probidticos in vivo em
cées tiveram como foco o tratamento de animais com distarbios gastrointestinais e foram
realizados de maneira ndo controlada (SCHMITZ et al., 2013). Estes estudos referem-se a
atuacdo dos probidticos em microbiotas desequilibradas, com composi¢cdes de diversos
microrganismos, enfatizando apenas a recuperacdo dos cdes e ndo tendo como foco a
descoberta dos mecanismos de atuacdo dos probioticos. Para o alcance deste conhecimento se
faz necesséario abordagens experimentais que apresentem uma padronizacdo de cdes que
apresentem microbiotas similares e saudaveis.

Em cées que apresentavam doenca inflamatéria intestinal, uma combinacdo de
probidticos (Lactobacillus casei, L. plantarum, L. acidophilus, L. delbrueckii subsp.
Bulgaricus, Bifidobacterium longum, B. breve e B. infantis) restaurou a expressdo dos
componentes de jungdo da barreira intestinal (claudin-2, occludin e proteinas de jungdo de
aderéncia) (ROSSI et al., 2014). Em cédes acometidos por gastroenterite aguda, onde também
foi administrado um composto de probidticos (Lactobacillus acidophilus, L. farciminis
Pediococcus acidilactici, Bacillus subtilis, e B. licheniformis), houve reducdo dos dias
necessarios para a producdo de fezes normais em comparagdo com 0s animais do grupo
controle (HERSTAD et al., 2010). Cées acometidos por diarreia aguda idiopatica ao serem
suplementados com B. animalis diminuem o tempo de resolucéo do distarbio (KELLEY et al.,
2009). Em um trabalho realizado num centro de resgate animal, ndo houve efeito profilatico
de diarreias em cdes suplementados com o probidtico E. faecium, embora a suplementacdo em
gatos tenha se mostrado estatisticamente eficaz (BYBEE et al., 2011).

Em relacdo a atuagdo no sistema imune, Sauter e colaboradores (2006) administraram
uma combinacdo de probiodticos (L. acidophilus NCC2628 e NCC2766 e L. johnsonii
NCC2767) juntamente a uma dieta de eliminacdo (dieta baseada em novas fontes de

proteinas) para cdes com diarreia responsiva a sensibilidade alimentar e observaram
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incremento na producdo de IFN-y no cdlon (SAUTER et al., 2006). Em testes realizados ex
vivo, houve aumento dos niveis de interleucina 10 (SAUTER et al., 2005). Em outro estudo,
cées que receberam a suplementacdo com E. faecium (SF68) desde o desmame até um ano de
idade, apresentaram um aumento de 1gG nas fezes e IgA circulantes especificas contra o virus
da cinomose canina, sem diferencas nas proporcdes de linfocitos T CD4+ e CD8+ periféricos.
A quantidade de linfécitos B maduros CD21+ e MHC classe Il + foi maior nos cées
suplementados com o probidtico (BENYACOUB et al., 2003). No sangue periférico €
descrito aumento de hemécias, hematocrito, concentracdo de hemoglobina, neutréfilos e
mondcitos e, o incremento de IgG total no soro em cédes que recebem L. acidophilus
(BAILLON, 2004).

Diversos estudos, estabelecidos em humanos possibilitaram a deteccdo de beneficios
adicionais dos probioticos, como prevencdo de infeccBes recorrentes do trato urinario,
prevencdo e tratamento de alergias, tratamento de pancreatites e urolitiases por oxalato, entre
outros (WYNN, 2009). Portanto, é preciso ampliar as pesquisas para caninos com o objetivo

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

CONCLUSAO

Apesar de varios probidticos ja serem amplamente administrados para animais de
companhia com o objetivo de restabelecimento do equilibrio intestinal, poucas pesquisas
foram realizadas para esclarecer os mecanismos de atuacdo e como se d& a interagdo com a
microbiota intestinal dos cdes. Muitos estudos sobre probiéticos em caninos foram realizados
com animais que apresentavam distdrbios intestinais, sendo procedidas observagoes clinicas.
E necesséria a realizacio de experimentos com animais sadios, de forma controlada, para que
além da observacdo do quadro clinico, possam ser analisados parametros que possam elucidar

os beneficios dos probidticos para esta espéecie e seus mecanismos de atuagdo. Além disso,
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outros beneficios ja foram averiguados em humanos, o que indica que ainda ha uma série de

efeitos possiveis para serem investigados nesta especie.
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Composic¢ao probittica

Caes

Efeitos

Referéncia

E. faecium (SF68)
5x108 UFC/dia

E. faecium (EE3)
10° UFC/mL/5kg

L. acidophilus (DSM13241)
10° UFC/dia

L. fermentum (AD1) 2x10°
UFC/dia

B. animalis (AHC7) 1.5x10°
UFC/dia
L. casei, L. plantarum, L.
acidophilus, L. delbrueckii
spp bulgaricus, B. longum,
B. breve, B. infantis,
Streptococcus salivarus spp
thermophilus
450x10° UFC/dia
B. animalis (AHC7) 2x10"°
UFC/dia

L. acidophilus,
P. acidilactici, B. subtilis, B.
licheniformis,
L. farciminis
10° UFC/mL/10kg, 3x/dia
L. casei, L. plantarum,

L. acidophilus, L.
delbrueckii subsp.
bulgaricus, B. longum, B.
breve, B. infantis, S.
sulivarius spp thermophilus
112 a 225x10° UFC/10kg/dia

S. boulardii
1x10° UFC/kg, 2x/dia

Filhotes saudaveis

Adultos saudaveis

Adultos saudaveis

Adultos saudaveis

Adultos saudaveis

Filhotes parvovirose

Adultos diarréia
idiopética aguda

Adultos
gastroenterite aguda

Adultos
doenca inflamatoria
intestinal idiopatica

(DII1)

Adultos
doenca inflamatoéria
intestinal e
enteropatia com
perda de proteina
(EPP)

Aumento de IgA fecal e IgG e
IgA circulantes especificos
para cinomose canina
Aumento de bactérias acido
laticas e diminuicdo de
Pseudomonas e
Staphylococcus spp. nas fezes.
Diminuicdo de lipidios séricos
totais.

Aumento de lactobacilos fecais
e diminuicdo de clostridiais.
Aumentos de hemécias,
hematdcrito, hemoglaobina,
neutréfilos, mondcitos e 1gG
sérico.

Aumento de lactobacilos fecais
e diminuicdo de clostridiais e
bactérias Gram-negativas
(coliformes, Aeromonas,
Pseudomonas)
Reducdo de C. difficile nas
fezes
Maior taxa de sobrevivéncia e,
mais rapida melhora clinica e
na contagem de leucocitos/
linfdcitos.

Diminuicéo do tempo de
resolucgdo do quadro clinico

Diminuicéo do tempo para a
resolucgdo do quadro clinico

Aumento de células FoxP3+
(marcador de linfécitos T
auxiliares reguladores);
aumento de Faecalibacterium
(bactéria comensal
antiinflamatdria e de menor
abundéancia em contetdo
intestinal ou amostras fecais de
cées com DIII).
Diminuigéo do tempo de
resolugdo do quadro clinico;
nos EPP a concentracéo de
albumina aumentou
significativamente.

BENYACOUB et al.,
2003

MARCINAKOVA et
al., 2006

BAILLON et al.,
2004

STROMPFOVA et
al., 2012

MAHONY et al.,
2009
ARSLAN et al., 2012

KELLEY et al., 2009

HERSTAD et al.,
2010

ROSSI et al., 2014

BRESCIANI et al.,
2014
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Efeito da imunomodulacéo de Bacillus toyonensis na resposta vacinal contra Parvovirus

tipo 2 em caes.

RESUMO

Introducédo: Probidticos sdo definidos como microrganismos vivos que quando administrados
em quantidades adequadas promovem beneficios & saude do hospedeiro. A utilizacdo de
probioticos pode trazer beneficios a salde dos cdes, pois a suplementacdo com determinados
microrganismos pode melhorar a eficdcia de vacinas através da modulagdo da resposta imune.
O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito imunomodulador da suplementacdo com o
probiotico Bacillus toyonensis em cédes vacinados contra Parvovirus canino tipo 2 (CPV).

Material, métodos & resultados: 10 cdes da raca Australian Cattle Dog com 45 dias de idade
foram divididos aleatoriamente em dois grupos de cinco animais cada, onde um grupo foi
suplementado com o probiético B. toyonensis na concentracio 2x10° esporos viaveis por dia e
0 outro grupo (controle) recebeu apenas solucdo salina fosfatada. Os animais foram vacinados
contra parvovirus canino tipo 2 e as coletas de sangue para realizacdo de hemogramas e para
obtencdo de soro ocorreram nos dias 0, 7, 21 e 35 do experimento. Os niveis de
imunoglobulinas G (IgG) totais especificas contra o antigeno foram determinados pelo
método de ELISA indireto. A suplementacdo dos cdes com B. toyonensis foi eficiente em
estimular a producéo de titulos de anticorpos superiores (p<0,05) quando em comparagdo aos

animais do grupo controle em todos os dias analisados. O hemograma seguiu metodologia que
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analisa qualitativa e quantitativamente os eritrdcitos, leucocitos e plaquetas. Os hemogramas
revelaram um perfil hematoldgico esperado para a espécie canina e idade dos animais, porém
ndo foram identificadas diferencas entre os grupos experimentais. Células mononucleares do
sangue periférico (PBMCs) de cdes foram cultivadas e estimuladas com DNA, células
vegetativas e esporos de B. toyonensis. A técnica de PCR quantitativo foi utilizada para
avaliar a transcricdo de mRNA das citocinas IL-4, IL-17 e IFN-y. As PBMCs caninas
apresentaram um perfil de transcricdo de mRNA das citocinas que variou com 0 componente
utilizado como estimulo.

Discussdo: O principal método de prevencdo contra a parvovirose canina se da através da
vacinagdo. Porém, um dos principais fatores que podem afetar a eficicia da vacina é a
presenca de anticorpos maternos nos filhotes passados pelo colostro, que ocorre no periodo
denominado janela imunoldgica. Sdo bem vistos os métodos que possam resultar em
melhorias dos atuais esquemas vacinais, com a finalidade de que a alta incidéncia de CPV na
populacdo de cdes possa ser diminuida. Estudos prévios relataram efeitos de B. toyonensis
relacionados com o aumento da eficacia de vacinas em outras espécies. Além disso, este
microrganismo é favoravel para ser utilizado nos processos industriais devido a sua
capacidade de formar esporos, que o torna mais resistente ao trato gastrointestinal e aumenta a
sua viabilidade na estocagem. Neste estudo, o grupo suplementado com B. toyonensis
demonstrou niveis de 1gG total sérica (P<0,05) contra CPV superiores (aproximadamente 4
vezes) ao grupo controle. Os probidticos podem atuar no sistema imune através da sua
capacidade de ativar as células imunes, e estas responderdo produzindo e secretando as
citocinas. Citocinas sdo proteinas que tem o potencial de direcionar e regular a resposta imune
no organismo. No presente, estudo observamos que quando células de cdo foram estimuladas

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

pode ser uma alternativa para melhorar a protecdo dos cées vacinados contra parvovirose.

Palavras-chave: probidtico, vacinagdo, imunomodulacdo, anticorpos.

INTRODUCAO

Parvovirus canino tipo 2 é um dos patdgenos entéricos de maior importancia para cées,
pois € um virus extremamente contagioso e de grande incidéncia em abrigos, canis e petshops
[18]. InfeccOes graves, muitas vezes fatais, sdo vistas em filhotes de aproximadamente 6
semanas a 6 meses de vida [24]. Os esquemas vacinais conferem imunidade, sendo o principal
método de controle da doenca [18]. Todavia, a neutralizagdo do virus vacinal por anticorpos
maternos é um dos principais fatores que pode comprometer a efetiva protecdo [30]. Neste
sentido, a utilizagdo de probidticos pode trazer beneficios, pois estudos com suplementacao de
cées obtiveram resultados promissores para aumentar a eficicia de vacinas [2] e para modular
fungOes do sistema imune [1].

Probioticos sdo microrganismos vivos que quando administrados em quantidades
adequadas promovem beneficios a saude do hospedeiro [7]. Estimulacdo da producgdo de
imunoglobulinas, indugdo do aumento da atividade de macrofagos e linfocitos e influéncia na
producédo de citocinas sao modos de atuacdo [23, 20, 32]. Bacillus toyonensis é uma bactéria
Gram-positiva formadora de esporos e ndo patogénica [13]. Este microrganismo possui
caracteristicas que podem ser vantajosas para a producdo de ragcdes, como a estocagem sem
ser necesséria a refrigeracdo e sua capacidade de sobrevivéncia no trato gastrointestinal [5].
No entanto, ha pouca ou nenhuma literatura relatando o efeito de B. toyonensis em cées. O
objetivo deste estudo foi avaliar o efeito imunomodulador da suplementacdo com B.

toyonensis em cées vacinados contra parvovirose.
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MATERIAL E METODOS
Probidtico
B. toyonensis foi o probidtico utilizado para a realizacdo desta pesquisa, o qual faz

parte da colecdo de microrganismos do Laboratério de Microbiologia do Centro de
Biotecnologia, Universidade Federal de Pelotas (UFPel). Inicialmente, reativou-se a cultura
estoque através da semeadura das bactérias em placas de cultivo contendo Brain Heart
Infusion Agar', as quais foram incubadas a 37 °C por 24 h para o crescimento das coldnias.
Na sequéncia, foram inoculadas de 3 a 5 coldnias provenientes das placas, em frascos de 500
mL contendo 150 mL de Brain Heart Infusion caldo e incubou-se em agitacdo de 200 rpm por
18 h, para que este cultivo fosse utilizado como indculo na expansdo em biorreator com 3,5 L
de meio NYSM [33]. As condi¢Oes do ambiente no biorreator foram monitoradas com aporte
constante de ar entre 0,5 e 1,5 (v/v). A temperatura foi mantida a 37 °C, que durou 96 h, ndo
havendo corre¢cBes de pH. Ao final deste periodo, acompanhou-se a evolugdo do cultivo
através da coloracdo de Gram e quando foram alcancados 90 % de esporulacdo das bactérias
procedeu-se com a centrifugacdo da cultura em centrifuga Sorvall® RC-6 plus? em 5.000 x
g por 20 min a 4 °C com o objetivo de separagdo do sedimento, o qual foi suspenso em 500
mL de solugéo fosfato salina tamponada, obtendo-se a concentracdo de B. toyonensis de
aproximadamente 2x10® UFC/mL. O controle de pureza foi realizado em todas as fases,
utilizando coloracdo de Gram e atraves da inoculagcdo em Brain Heart Infusion &gar e em agar
sangue ovino a 8 %, como Ultima etapa do processo.
Animais e delineamento experimental

10 cées (sete machos e trés fémeas) da raca Australian Cattle Dog, provenientes de
duas ninhadas com maes vacinadas, com 45 dias de vida, oriundos de um canil particular,
foram divididos aleatoriamente em dois grupos de cinco animais (grupo suplementado e

grupo controle) e mantidos com acesso a &gua e ragdo (super premium Frost Puppy LB®
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Supra’) a vontade. Os animais do grupo suplementado receberam por via oral 1 mL do
probidtico B. toyonensis na concentracdo de 2x10°® esporos vidveis, 1 vez ao dia. O
fornecimento do probidtico para o grupo suplementado iniciou-se no dia 0 do experimento (7
dias antes da primeira vacinagdo) e estendeu-se até o final do experimento (dia 35), e para
aqueles do grupo controle foi administrado apenas solucéo salina fosfatada.

A vacinagdo dos cdes seguiu 0 esquema estabelecido no canil, o qual preconiza o uso
da vacina Vanguard® HTLP 5/CV-L* Esta vacina possui como composicdo: fracdo liofilizada
de cepas atenuadas do virus da cinomose canina, adenovirus canino tipo 2, virus da
parainfluenza canina, parvovirus canino e culturas inativadas de Leptospira (L. canicola e L.
icterohaemorrhagiae) a serem diluidas com uma vacina inativada de coronavirus canino,
tendo o hidréxido de aluminio como adjuvante. Os caes receberam duas doses da vacina pela
via subcuténea com intervalo de 21 dias, nos dias 7 e 28 do experimento. Amostras de sangue
com o anticoagulante acido etileno diamino tetra cético (EDTA), foram obtidas nos dias 0, 7,
21 e 35 do experimento para realizagdo de hemograma e obtencéo do soro.

Hemograma

A metodologia para a realizacdo desta andlise seguiu-se como a recomendada, que
divide o exame em eritrograma, leucograma e plaquetograma [30]. O eritrograma compreende
0S seguintes parametros: nimero total de hemacias/uL, concentragdo de hemoglobina,
hematdcrito, volume corpuscular médio e concentracdo de hemoglobina média. O estudo do
leucograma engloba as contagens total e diferencial de leucdcitos. Todos 0s pardmetros
previamente descritos foram realizados em equipamento hematolégico automatico PocH —
100iVDiff®° especifico para area veterinaria. A analise morfolégica das hemacias e o
diferencial leucocitéario foram realizados mediante a observacdo microscopica de esfregacos
sanguineos devidamente corados.

Avaliacao da resposta imune humoral contra parvovirus canino
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A avaliacdo dos niveis de 1gG totais foi realizada através do ensaio imunoenzimatico (ELISA)
indireto. Placas de poliestireno Costar®® com 96 cavidades foram sensibilizadas com 50 pL
do parvovirus canino inativado com o titulo de 128 unidades hemaglutinantes (UHA) diluido
em tampéo carbonato-bicarbonato pH 9,6. Foi realizada a titulagdo dos soros individuais dos
animais de cada grupo experimental do dia 35 com a finalidade de detectar qual a melhor
diluigdo a ser utilizada para a realizagdo do teste nos demais dias de coleta. As amostras de
soro foram diluidas em série na base dois iniciando-se em 1:60 até a diluicdo de 1:61440, em
solugdo salina fosfatada pH 7,6 contendo Tween 20 a 0,05 % (PBS-T). Utilizou-se o
conjugado de imunoglobulina de coelho, anti-dog 1gG conjugada com peroxidase’ diluido
1/4000 em PBS-T. Resumidamente as placas foram sensibilizadas com o antigeno por 18 h a
4 °C, sendo que apds foram realizadas trés lavagens com PBS-T pH 7,6 e incubou-se a placa
por 60 min a 37 °C com 50 pl de soro de cada cdo (em duplicata). Na sequéncia, a placa foi
novamente lavada trés vezes com PBS-T e entdo, foi adicionado 50 ul do conjugado diluido
em PBS-T incubando-se por mais 90 min a 37 °C. Por fim, a placa passou por mais cinco
lavagens com PBS-T e em seguida foi adicionado 50 pl de substrato/cromdgeno, ocorrendo a
reagcdo em temperatura ambiente por 15 min no escuro. As absorbéncias foram aferidas em
um leitor de microplacas TP-Reader® a 492 nm. Levando em consideracdo a diferenca
estatistica entre 0s grupos, optou-se pela dilui¢do 1:960 para ser utilizada para a realizacdo do
teste nos outros dias de coleta.
Cultivo de células mononucleares do sangue periférico e extracdo de RNA

Foram coletados 20 mL de sangue periférico de cdes sadios em tubos contendo o
anticoagulante EDTA, o qual foi diluido com igual parte de meio RPMI 1640.° O sangue
diluido foi sobreposto em igual volume de Histopaque® e procedeu-se uma centrifugacéo de
30 min a 500 x g. Formou-se uma banda celular, que foi transferida para outro tubo de ensaio

e lavada por trés vezes em RPMI 1640. As células foram ressuspendidas na concentracdo de
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5x107 células/mL em RPMI 1640 contendo 20 % de soro fetal bovino e foram plantadas em
placas de 96 cavidades™, sendo incubadas por 2 h a 37 °C em atmosfera de 5 % de CO,. Na
sequéncia, foram adicionados separadamente os seguintes estimulos na cultura de células: 10
pg/mL de concanavalina A (ConA)’, RPMI 1640, 5 ug/mL de DNA de B. toyonensis, 10°
células vegetativas de B. toyonensis e 10° esporos de B. toyonensis. A ConA e o RPMI 1640
serviram como controle positivo e negativo, respectivamente. Passado o periodo de
incubagdo, houve o descarte do sobrenadante e as células foram coletadas em
TRIzol® reagente'®. O RNA das células estimuladas foi extraido pelo método TRIzol de
acordo com as instrucdes do fabricante.
Sintese de cDNA e Real Time PCR

Foram utilizados 400 ng de RNA para a sintese de cDNA, a reacdo foi realizada
conforme as instrucdes do kit High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit'*. As reacdes
da Real time PCR foram realizadas com 1 uL de cDNA, 5 pL de GoTag® gqPCR™, 0,25 de
cada oligbmero iniciador e 3,5 uL agua livre de RNAse, sendo realizada na plataforma
STRATAGENE Mx3005P® real-time PCR system™ nas condicdes de temperatura e tempo ja
descritas [6]. Foram analisadas as quantidades de transcritos de mRNA das citocinas IL-4, IL-
17 e IFN-y, onde o GAPDH foi utilizado como gene de referéncia. As sequéncias dos
oligoiniciadores (primers) utilizados para a amplificacdo do gene das citocinas estdo
apresentadas na tabela 1. Todas as amostras foram analisadas em duplicata. A partir dos
valores de Threshold Cycle (Ct) obtidos, foi calculada a transcricdo relativa dos genes pela

comparacao com a expressio do GAPDH, de acordo com o método 2744 [15].
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Tabela 1 — Sequéncia de oligoiniciadores utilizados para a amplificacdo do gene das citocinas.

Oligoiniciadores Anterégrado Retrogado Referéncia
GAPDH CCCACTCTTCCACCTTCGAC CCTTGGAGGCCATGTAGACC Hassanpour
(2017)
IL-4 TGGGTCTCACCTCCCAACTG GTCAGCTCCATGCACGAGTC Hassanpour
(2017)
1L-17 TCCCCATCCAGCAAGAGATC CCACATGGCGAACAATAGGG Desenhado
pelo grupo
IFN-y GCCGTCAGATGGGTTGTACC TCTGGTAGGAGACGGCGAAG Hassanpour
(2017)

Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados com auxilio do programa GraphPad Prism
7%°. Os valores dos titulos de anticorpos totais dos cées de cada grupo experimental, obtidos
pelo ELISA indireto, foram submetidos a analise de variancia (two-way ANOVA), seguido

pelo Teste de Tukey.

RESULTADOS

Hemogramas

Os parametros hematoldgicos encontrados nos cdes demonstraram um perfil esperado
para a espécie canina e idade dos animais, ndo diferindo entre o grupo suplementado com o B.
toyonensis e o controle.
Dinamica da resposta imune humoral contra parvovirus canino

A concentracdo dos niveis de anticorpos do dia 35 esta representada na Figura 1. Os
niveis de anticorpos do grupo suplementado foram maiores em todas as diluigdes dos soros
dos animais neste dia, sendo que houve significancia estatistica (p<0,05) nas dilui¢des 1:960,
1:1920, 1:3840, 1:7680, 1:15360, 1:30720 e 1:61440. A suplementagcdo dos cdes com B.
toyonensis foi eficiente em estimular uma producéo de titulos de anticorpos aproximadamente

4 vezes maiores em relacdo ao grupo controle.
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Figura 1 - Niveis de 1gG totais das diluigdes dos soros de cdes vacinados contra parvovirus canino. Os

dados foram representados como os valores das médias dos grupos das dilui¢ces no dia 35 na absorbancia de
492nm. A analise estatistica foi realizada pelo teste two-way ANOVA seguido de teste de Tukey. Os asteriscos

significam diferenca estatistica (p<0,05) entre 0s grupos experimentais.

A Figura 2 demonstra a dindmica dos niveis totais de 1gG na diluicdo 1:960. Os caes
de ambos 0s grupos experimentais responderam a vacina¢do com o aumento na producdo de
IgG totais. A suplementacdo dos cées com B. toyonensis foi eficiente em estimular a produgéo
de titulos de anticorpos superiores (p<0,05) quando em comparagdo aos animais do grupo
controle em todos os dias de coleta apds o inicio da suplementacéo. No dia 21 se observou a
maior diferenca entre 0s grupos e, ndo foram observadas quedas nos niveis de anticorpos no

periodo estudado.
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Figura 2 - Dinamica dos niveis de IgG totais de cdes vacinados contra parvovirus canino. Os dados

foram representados como os valores das médias dos grupos na diluicdo 1:960 na absorbancia a 492nm. As
flechas indicam as vacinagdes nos dias 7 e 28, respectivamente. A analise estatistica foi realizada pelo teste two-
way ANOVA seguido de teste de Tukey. Os asteriscos significam diferenca estatistica (p<0,05) entre 0s grupos

experimentais nos dias 7, 21 e 35 do experimento.

Transcricdo de mRNA das citocinas

Com o objetivo de avaliar se B. toyonensis estimulavam a transcri¢do de citocinas em
PBMCs de cdes. PBMCs de cées adultos saudaveis foram isoladas e estimuladas com esporos,
DNA ou células vegetativas. Foi possivel observar que esporos de B. toyonensis induziram a
trascricdo de mRNA das citocinas IL-4 (4,4 vezes), IL-17 (1,3 vezes) e IFN-y (1,6 vezes). A
estimulacdo com o DNA levaram a transcricdo de mRNA das citocinas IL-4 (4,7 vezes), IL-
17 (3,5 vezes) e IFN-y (2 vezes). Por fim, as celulas vegetativas foram responséveis por
induzir a trascricdo de mRNA das citocinas IL-4 (1,7 vezes), IL-17 (3,15 vezes) e IFN-y (1,2

vezes) (Figura 3).
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Figura 3 - Transcricdo de mRNA das citocinas IL-4, IL-17 e IFN-y em PBMCs caninas. As células foram
estimuladas in vitro com esporos, DNA e células vegetativas de B. toyonensis. O RNA total foi extraido e o
cDNA submetido ao gPCR. A transcri¢do relativa dos genes IL-4, IL-17 e IFN-y foi calculada a partir dos

valores do Threshold Cycle (Ct), através da comparacdo com a transcricdo do gene enddgeno GAPDH de

referéncia.

DISCUSSAO

Apesar dos grupos experimentais ndo diferirem quanto aos parametros hematoldgicos,
vale ressaltar a importéncia da realizagdo do hemograma neste estudo. Juntamente das
observacdes clinicas, foi possivel acompanhar a evolucdo do estado de satde dos filhotes no
decorrer do experimento. Nossos resultados demonstram que os filhotes apresentaram uma
dindmica de aumento gradual no perfil da série vermelha. A literatura relata que em torno de 2
meses de idade pode ser observado um aumento progressivo de hemécias, hematdcrito e
hemoglobina, quando aqueles de referéncia para adultos sdo alcan¢ados em torno dos 6 meses
[31]. Com relagdo a série branca, poucas mudancas foram observadas, sendo detectada apenas

linfocitose pouco intensa. A literatura indica que a andlise diferencial dos leucécitos para
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filhotes se mantém na mesma faixa de cdes adultos [10,31] e as linfocitoses fisiologicas sdo
resultantes da imune estimulagéo [31], que pode ser ocasionada pela vacinagdo. A vacinacéo
é o principal método de profilaxia contra a parvovirose canina e 0$ esquemas vacinais
incluem repetidas doses da vacina para reforcar a protecdo dos animais [29]. A presenca de
anticorpos maternos, passados pelo colostro, pode ser considerada como potencial interferente
na efetividade imunoldgica proposta pela vacina [3,29]. A alta incidéncia de CPV na
populacdo de caes pode ser reduzida com a adogdo de métodos que cursem com melhorias dos
atuais esquemas vacinais [19].

No presente estudo, os filnotes de cédes foram vacinados contra parvovirose e foi
possivel observar o efeito imunomodulador ocasionado pela suplementacdo com B.
toyonensis. O grupo suplementado com o probiético demonstrou niveis de IgG (P<0,05) mais
altos do que aqueles encontrados nos animais do grupo controle, revelando uma modulacéo da
resposta imune humoral desde a primeira vacina¢do (quando os animais ja haviam sido
suplementados por 7 dias) e que foi duradoura até o final do periodo experimental. Sendo que
0s animais de ambas as ninhadas possuiam niveis similares de anticorpos maternos,
observados no dia 0. Em relacdo a outros resultados com cdes, temos 0 aumento da
concentracdo de 1gG especifica contra cinomose canina em um estudo onde foi realizada a
suplementacdo de filhotes com Enterococcus faecium na concentracio de 5x10° UFC/dia [2].
Outra pesquisa também revelou o incremento de 1gG no soro de cdes que foram
suplementados por 4 semanas com Lactobacillus acidophillus na concentracdo de
>10°UFC/dia [1].

Bacillus toyonensis é uma bactéria que ha décadas é utilizada na nutricdo animal [13].
Sua caracteristica de formacdo de esporos € um fator favoravel para a sua utilizagdo nos
processos industriais [5]. Estudos prévios ja apontaram seus efeitos relacionados com o

aumento da eficacia de vacinas em outras espécies. Resultados semelhantes aos nossos foram
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observados quando camundongos foram suplementados com este microrganismo e vacinados
com uma vacina replicante contra parvovirus canino, sendo que houve uma maior
soroconversao contra 0 parvovirus canino nos animais suplementados [4]. Ovinos vacinados e
suplementados com B. toyonensis obtiveram maiores titulos contra o herpesvirus bovino tipo
5 (BoHV-5), sendo que, assim como o que foi observado no nosso experimento, estes niveis
se mantiveram mais elevados durante todo o periodo experimental [26]. Podemos citar outro
estudo mais recentemente, onde a suplementagdo com B. toyonenesis foi capaz de modular a
resposta imune de camundongos vacinados com uma vacina recombinante contra BoHV-5,
sendo observado o aumento nos niveis de imunoglobulinas totais no soro em compara¢do ao
grupo controle [27].

Foi intencdo do estudo, através da estimulacdo das PBMCs caninas, contribuir para o
esclarecimento de como o probidtico B. toyonensis pode modular a resposta imune. A
literatura indica que os probidticos tem a capacidade de ativar as células imunes, e estas
responderdo produzindo e secretando as citocinas [32]. Citocinas sdo proteinas que tem o
potencial de direcionar e regular a resposta imune no organismo [11]. Apds a ingestdo, o
microrganismo probidtico chega ao maior 6rgdo imunoldgico que € o trato digestorio [28].
Neste ambiente, 0s probidticos encontram as células dendriticas que sdo cruciais na conexdo
da imunidade inata e adaptativa [14], além de interagir com as células epiteliais intestinais,
linfocitos e macrofagos [8]. Receptores de reconhecimento de padrdes (PRR), como os Toll-
like, estdo nas células dendriticas (DCs), fazendo com que estas células sejam capazes de
reconhecer e responder a certos padrfes que sdo associados a célula bacteriana, que neste caso
é 0 probiotico. A partir disso, sdo ativadas vias de sinalizagdo nas DCs, que respondem
secretando as citocinas que irdo atuar sobre os Linfocitos T auxiliares (LTh). Entdo, estes
linfocitos direcionaram qual o tipo de resposta que sera desencadeada, podendo ser Thl, Th2,

Th17 ou Treg [14, 9].
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O IFN-y é uma importante citocina relacionada com a ativacdo de macrofagos, células
Natural Killer e melhora a apresentacdo de antigenos por aumentar a expressdao de MHC II
nas celulas apresentadoras de antigenos [21]. A presenca desta citocina sugere uma
polarizacdo para a via de diferenciagdo Thl, a qual é indispensavel para o controle de
patdgenos intracelulares [21], sendo essencial em uma resposta imune contra virus. A citocina
IL-4 indica a presenca de populac@es de linfocitos que foram diferenciados em Th2, a qual é
fundamental para a resposta imune humoral, pois favorece a produgéo de anticorpos [21, 22].
IL-4 desempenha papel essencial na mudanca de classe dos linfécitos B para secretar a IgE,
que é responsavel por ativar células imunes inatas, como os basofilos e mastdcitos [22]. Por
fim, a IL-17 é uma citocina eficiente indutora de inflamacéo, gerando a infiltracdo celular e a
producdo de outras citocinas pré-inflamatorias [16]. O subtipo de linfocitos Thl7 foi
descoberto mais recentemente e apresenta-se como importante na protecdo contra infeccdo
por microrganismos extracelulares [17]. N&s analisamos neste estudo que quando as PBMCs
caninas foram estimuladas com o DNA, com células vegetativas e com 0s esporos de B.
toyonensis houve a expressdo dessas importantes citocinas citadas acimas, que sdo capazes de
atuar junto ao LTh. Esta observacdo tem sua importancia em sugerir que ha uma estimulacdo
independente do componente. Diferentes por¢des deste microrganismo podem estar
envolvidas e se sobreporem para a promo¢ao da modulacdo da resposta imunoldgica. Em um
estudo conduzido com cdes acometidos por enteropatia cronica em que foram coletadas
amostras de duodeno por endoscopia e as células foram cultivadas junto a uma composicdo
probidtica composta por trés Lactobacillus spp., foi constatado o aumento de IFN-y em
resposta ao estimulo probi6tico, ainda que este aumento ndo tenha sido significante em
relagcdo ao grupo controle [28]. Resultados similares aos nossos foram alcancados em estudos
conduzidos com camundongos suplementados com B. toyonensis, onde os esplendcitos foram

cultivados e, houve a deteccdo de transcricdo de IL-4 [27] e de IFN-y [25]. Em uma pesquisa
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semelhante conduzida com ovinos, os niveis de transcricdo de mRNA da citocina IL-17, IFN-

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

CONCLUSAO

Esquemas vacinais sdo indispensaveis para a prevencao de doencas infecciosas como a
parvovirose. Para a otimizagdo dos esquemas vacinais, fatores como a janela imunologica
devem ser considerados, especialmente em canis infectados [3,19]. A suplementagdo com B.
toyonensis € um método que pode trazer beneficios por melhorar a resposta a vacinagao
[25,27] e ser um microrganismo vantajoso para a incorporagdo nas ragdes nos processos
industriais [5]. No presente estudo observamos o aumento de IgG mediado pela
suplementacdo com B. toyonensis, 0 que pode sugerir uma amplificacdo da resposta vacinal
contra a parvovirose. Entretanto, mais pesquisas devem ser realizadas para que 0S
mecanismos de atuacdo deste microrganismo probidtico sejam elucidados, bem como para

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

Os resultados obtidos através da revisdo de literatura permitem concluir que
muitos dos estudos conduzidos na espécie canina tiveram como objetivo avaliar o
efeito dos probidticos quando os caes passavam por perturbacdes relacionadas ao
trato gastrointestinal, sendo procedidas observacdes principalmente clinicas. De
fato, poucas pesquisas tinham a finalidade de esclarecer os mecanismos de atuagao
dos probidticos nesta espécie animal, o que ressalta a importancia de que estudos
com animais sadios e com um maior controle sejam realizados. Também foi possivel
constatar beneficios adicionais gerados por probiéticos que ja foram alcangcados em
humanos e, devido a isso, existe um amplo campo de estudo a fim de verificar se
estes efeitos se estendem a espécie canina.

Este estudo concluiu que a suplementagcdo com B. toyonensis foi capaz de
modular a resposta imune humoral de caes vacinados contra a parvovirose e que a
estimulacdo das PBMCs caninas com componentes do B. toyonensis resultou na
transcricado de mRNA de um perfil das citocinas IL-4, IL-17 e IFN-y que diferiu

conforme o estimulo aplicado.
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Anexo



Pelotas, 20 de outubro de 20 1'}

Certificado

Certificamos que a solicitagio de adendo (inclusio de espécie animal) &
proposta intitulada “Avaliag¢iio do efeito imunomodulador de Bacillus toyonensis,
Saccharomyces boulardii e Lactobacillus sp. em ciies” registro CEEA 3246-2017, de
responsabilidade de Fabio Pereira Leivas Leite - que envolve a produgio, manutengdo
ou utilizagio de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se de acordo com 0s
preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho
de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA), e recebeu parecer FAVORAVEL a sua
complementagdo pela Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal, em reunido de
02/10/2017.

Finalidade ( X ) Pesquisa { ) Ensino |
Vigéncia da autorizagdo 01/05/2017 a 04/03/2019
Espécie/linhagem/raca Canina/ Australian Cattle Dog e Labrador Retriever
N° de animais 30
Idade 45 dias
Sexo Fémeas e Machos
Origem Canis particulares da cidade de Pelotas/RS

Solicitamos, apés tomar ciéncia do parecer, reenviar o processo a CEEA.
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M.V. Dra. Antlizé de Oliveira Campello Felix
Presidente da CEEA
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