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1. INTRODUÇÃO 
 

Nas vacinas de DNA, genes que codificam antígenos de interesse são 
clonados em plasmídeos de expressão em eucariotos, os quais são 
posteriormente utilizados para vacinar animais, e as células expressa o antígeno 
do agente patogênico de interesse, fornecendo proteção ao hospedeiro (Coban C 
et al., 2013). Como o DNA é menos propenso à degradação e não há risco de 
infecção ao hospedeiro, as vacinas de DNA oferecem maior estabilidade e 
segurança em relação às vacinas convencionais. Além disso, produção em larga 
escala e um alto grau de pureza são facilmente obtidos a baixo custo (Miura N et 
al., 2015). Em relação a eficiência, essas vacinas podem estimular as respostas 
humorais e celulares por longos períodos (Miura N et al., 2015). No entanto, 
muitas vezes induzem baixos títulos de anticorpos (Wang S et al., 2000), 
resultando na necessidade de múltiplas doses (Miura N et al., 2015). Dessa 
forma, a investigação 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 
função de induzir o aumento da resposta imune, o que possibilita a redução da 
quantidade de antígeno ou número de doses necessárias e, consequentemente, 
os custos da vacinação (Reed SG, Bertholet S, Coler RN, Friede M, 2009).  
Alguns probióticos possuem a capacidade de desencadear efeitos 
imunoestimuladores e aumentar as respostas imunes específicas aos antígenos 
e, dessa forma, podem ser promissores como imunomoduladoras de vacinas 
(Roos TB et al., 2012). A levedura Saccharomyces boulardii, descrita por possuir 
capacidade probiótica imunomoduladora, ainda não 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 probiótico em ração 
para camundongos, com o intuito de aumentar as respostas imunes humoral e 
celular de vacinas de DNA, utilizando como imunogênios as sequências de genes 
que codificam as proteínas LigAni e LigBrep de leptospiras. 
 
2. METODOLOGIA 
 

S. boulardii (108 c.f.u. g1) foi obtido a partir do produto comercial liofilizado 
Floratil-Merck) foi adicionado à dieta específica para roedores (Supra) sem 
antibióticos. A formulação foi granulada, seca em um forno com circulação de ar 
durante 24 h a 40 ° C e armazenada a 4ºC.  

Camundongos BALB/c fêmeas de quatro a seis semanas de idade foram 
divididos de forma aleatória em quatro grupos contendo 12 animais. Os animais 
dos grupos 1 e 3 foram alimentados com dieta sem S. Boulardii (grupos controle).  



 

 

Os animais dos grupos 2 e 4 foram alimentados com dieta contendo S. 
boulardii (108 c.f.u. g1) por 14 dias antes da imunização e durante todo o 
experimento. O protocolo de imunização consistiu em três doses (dias 0, 14 e 21). 
Visando aumentar a absorção do DNA, sacarose a 25% (100 μl) foi aplicada no 
membro traseiro direito aproximadamente 45 minutos antes da imunização em 
todos os grupos. Nos grupos 1 e 2, a imunização foi realizada com 
pTARGET/ligAni (100 μg), enquanto os grupos 3 e 4 receberam a mesma dose de 
pTARGET/ligBrep. Todas as inoculações foram realizadas por via intramuscular. 
Um dia antes de cada imunização e 1 semana após a última (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 proteínas recombinantes.  A 
avaliação da resposta imune celular foi realizada com RNA extraído de amostras 
de sangue  coletadas no 37º dia, de acordo com o protocolo descrito por 
Barjesteh et al. (ANO). A taxa relativa de expressão do gene foi calculada em 
relação à expressão de GAPDH, conforme descrito por Pfaffl et al. (ANO). 
  
 
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 Os resultados obtidos nesse estudo demontraram que o probiótico S. 
boulardii é um imunomodulador potencialmente promissor, uma vez que a 
administração de três doses de vacina de DNA utilizando S boulardii como 
adjuvante melhorou a resposta humoral específica das duas vacinas avaliadas no 
experimento (Figura 1). Os níveis de anticorpos, por sua vez, aumentaram após a 
segunda e terceira imunização (P <0,05) em relação ao controle, nas vacinas com 
pTARGET/ligAni ou pTARGET/ligBrep, respectivamente. Além disso, não houve 
diferença significativa (P <0,05) nos níveis de anticorpos entre a segunda e a 
terceira dose quando os animais foram vacinados com pTARGET/LigAni. 
  

          
Figura 1: Níveis de anticorpos induzidos pelas vacinas de DNA pTARGET/ligAni 
e pTARGET/ligBrep utilizando S. boulardii como adjuvante. Os dados são 
representados como unidades ELISA médias de duplicatas. * representa 
diferença estatística (P <0,05). 



 

 

 Esses resultados corroboram com os do estudo de avaliação de LigB como 
imunógeno em vacina de subunidade composta por alumínio como adjuvante 
(Yan W et al., 2009).  
Com relação à resposta celular, os níveis de IL10 nos animais vacinados com 
pTARGET/ligBrep e administrados com S. Boulardii aumentaram 
significativamente em comparação ao grupo controle. A administração de  S. 
Boulardii está associada ao aumento do nível de citocinas anti-inflamatórias, 
como observado no presente estudo, assim como à redução do nível de citocinas 
pró-inflamatórias (Thomas S et al, Canonici A. et al., 2009). No entanto, ainda não  
foi elucidado o exato mecanismo de ação de S. Boularii na imunomodulação. 
Além disso, um estudo utilizando os probióticos S. boulardii e Bacillus toyonensis, 
demonstrou  aumento da resposta imune no início da adminitração, o que sugere 
que a indução da resposta imune não exige a administração de probióticos 
durante longos períodos, facilitando o uso e reduzindo custos (Roos TB et al., 
2012). 

Vacinas de DNA possuem diversas vantagens em relação a produção, 
manipulação, custo e em relação a capacidade de induzir resposta imune humoral 
e celular. Como as proteínas recombinantes são produzidas na célula do 
hospedeiro, não há necessidade de etapas adicionais como solubilização, 
resultando em uma proteína com conformação mais semelhante à nativa e 
proporcionando um menor custo com maior eficácia (Ma J, Wang et al, . Kojima Y, 
Xin et al., 2014). 
 
4. CONCLUSÕES 
 

Os resultados obtidos por meio do presente trabalho contribuem de forma 
importante para a área de desenvolvimento de vacinas, gerando futuras 
investigações em relação a S. Boulardii como imunomodulador para aumentar a 
eficácia de vacinas de DNA.  
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