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1. INTRODUCAO

Nas vacinas de DNA, genes que codificam antigenos de interesse sao
clonados em plasmideos de expressdo em eucariotos, 0s quais sao
posteriormente utilizados para vacinar animais, e as células expressa o antigeno
do agente patogénico de interesse, fornecendo protecdo ao hospedeiro (Coban C
et al., 2013). Como o DNA é menos propenso a degradacdo e ndo hé risco de
infeccdo ao hospedeiro, as vacinas de DNA oferecem maior estabilidade e
seguranga em relacdo as vacinas convencionais. Além disso, produgdo em larga
escala e um alto grau de pureza séo facilmente obtidos a baixo custo (Miura N et
al., 2015). Em relacdo a eficiéncia, essas vacinas podem estimular as respostas
humorais e celulares por longos periodos (Miura N et al.,, 2015). No entanto,
muitas vezes induzem baixos titulos de anticorpos (Wang S et al., 2000),
resultando na necessidade de mdultiplas doses (Miura N et al., 2015). Dessa
forma, a investigacdo de novos adjuvantes e imunomoduladores seguros e
eficazes é fundamental para o desenvolvimento de vacinas de DNA mais
eficientes.

Imunomoduladores e adjuvantes de vacinas convencionais possuem a

funcdo de induzir o aumento da resposta imune, o que possibilita a reducdo da
guantidade de antigeno ou numero de doses necessarias e, consequentemente,
0s custos da vacinacéo (Reed SG, Bertholet S, Coler RN, Friede M, 2009).
Alguns probidticos possuem a capacidade de desencadear efeitos
imunoestimuladores e aumentar as respostas imunes especificas aos antigenos
e, dessa forma, podem ser promissores como imunomoduladoras de vacinas
(Roos TB et al., 2012). A levedura Saccharomyces boulardii, descrita por possuir
capacidade probiética imunomoduladora, ainda ndo tinha sido avaliada como
adjuvante para vacinas de DNA. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a
capacidade imunomoduladora de S. boulardii utilizada como probidtico em racao
para camundongos, com o intuito de aumentar as respostas imunes humoral e
celular de vacinas de DNA, utilizando como imunogénios as sequéncias de genes
gue codificam as proteinas LigAni e LigBrep de leptospiras.

2. METODOLOGIA

S. boulardii (10® c.f.u. g1) foi obtido a partir do produto comercial liofilizado
Floratil-Merck) foi adicionado a dieta especifica para roedores (Supra) sem
antibiéticos. A formulagéo foi granulada, seca em um forno com circulacdo de ar
durante 24 h a 40 ° C e armazenada a 4°C.

Camundongos BALB/c fémeas de quatro a seis semanas de idade foram
divididos de forma aleatéria em quatro grupos contendo 12 animais. Os animais
dos grupos 1 e 3 foram alimentados com dieta sem S. Boulardii (grupos controle).
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Os animais dos grupos 2 e 4 foram alimentados com dieta contendo S.
boulardii (10® c.f.u. gl) por 14 dias antes da imunizacdo e durante todo o
experimento. O protocolo de imunizacao consistiu em trés doses (dias 0, 14 e 21).
Visando aumentar a absor¢cdo do DNA, sacarose a 25% (100 pl) foi aplicada no
membro traseiro direito aproximadamente 45 minutos antes da imunizacdo em
todos os grupos. Nos grupos 1 e 2, a imunizagdo foi realizada com
pPpTARGET/ligAni (100 pg), enquanto os grupos 3 e 4 receberam a mesma dose de
PTARGET/ligBrep. Todas as inoculagdes foram realizadas por via intramuscular.
Um dia antes de cada imunizacdo e 1 semana apos a ultima (dias 1, 13, 20 e 27),
amostras de sangue foram coletadas do plexo venoso retro-orbital para avaliar a
resposta imune humoral através de ELISA com proteinas recombinantes. A
avaliagdo da resposta imune celular foi realizada com RNA extraido de amostras
de sangue coletadas no 37° dia, de acordo com o protocolo descrito por
Barjesteh et al. (ANO). A taxa relativa de expressao do gene foi calculada em
relacdo a expressao de GAPDH, conforme descrito por Pfaffl et al. (ANO).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos nesse estudo demontraram que o probidtico S.
boulardii € um imunomodulador potencialmente promissor, uma vez que a
administracdo de trés doses de vacina de DNA utilizando S boulardii como
adjuvante melhorou a resposta humoral especifica das duas vacinas avaliadas no
experimento (Figura 1). Os niveis de anticorpos, por sua vez, aumentaram apoés a
segunda e terceira imunizacgéo (P <0,05) em relac&o ao controle, nas vacinas com
pTARGET/ligAni ou pTARGET/ligBrep, respectivamente. Além disso, ndo houve
diferenca significativa (P <0,05) nos niveis de anticorpos entre a segunda e a
terceira dose quando os animais foram vacinados com pTARGET/LigAni.

(a) First dose Second dose Third dose

B
4
<
.04
qHI

First dose Second dose Third dose

al B | ﬂl

Figura 1: Niveis de anticorpos induzidos pelas vacinas de DNA pTARGET/ligAni
e PTARGET/ligBrep utilizando S. boulardii como adjuvante. Os dados sao
representados como unidades ELISA meédias de duplicatas. * representa
diferenca estatistica (P <0,05).
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Esses resultados corroboram com os do estudo de avaliacdo de LigB como

imundégeno em vacina de subunidade composta por aluminio como adjuvante
(Yan W et al., 2009).
Com relacédo a resposta celular, os niveis de IL10 nos animais vacinados com
PTARGET/ligBrep e administrados com S. Boulardii aumentaram
significativamente em comparacdo ao grupo controle. A administracdo de S.
Boulardii estd associada ao aumento do nivel de citocinas anti-inflamatorias,
como observado no presente estudo, assim como a redugdo do nivel de citocinas
pré-inflamatérias (Thomas S et al, Canonici A. et al., 2009). No entanto, ainda nao
foi elucidado o exato mecanismo de acdo de S. Boularii na imunomodulacéo.
Além disso, um estudo utilizando os probidticos S. boulardii e Bacillus toyonensis,
demonstrou aumento da resposta imune no inicio da adminitracdo, o que sugere
que a inducdo da resposta imune ndo exige a administracdo de probidticos
durante longos periodos, facilitando o uso e reduzindo custos (Roos TB et al.,
2012).

Vacinas de DNA possuem diversas vantagens em relacdo a producéao,
manipulacéo, custo e em relacdo a capacidade de induzir resposta imune humoral
e celular. Como as proteinas recombinantes sdo produzidas na célula do
hospedeiro, ndo ha necessidade de etapas adicionais como solubilizacéo,
resultando em uma proteina com conformacdo mais semelhante a nativa e
proporcionando um menor custo com maior eficacia (Ma J, Wang et al, . Kojima Y,
Xin et al., 2014).

4. CONCLUSOES

Os resultados obtidos por meio do presente trabalho contribuem de forma
importante para a area de desenvolvimento de vacinas, gerando futuras
investigacdes em relacdo a S. Boulardii como imunomodulador para aumentar a
eficacia de vacinas de DNA.
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