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1. INTRODUCAO

Adjuvantes sdo agentes que estimulam o sistema imune, capazes de
aumentar a imunogenicidade de um antigeno coadministrado ou modular a
resposta imunoldgica naturalmente induzida contra esse antigeno (KRIEG, 2007).
Tais compostos representam um componente importante de vacinas
convencionais e de subunidade (LAMBRECHT et al.,, 2009). Vacinas de
subunidade baseadas em antigenos recombinantes sdo menos reatogénicas,
porém, muitas vezes, pouco imunogénicas, sendo geralmente associadas com
adjuvantes (MBOW et al., 2010).

Bacillus toyonensis é uma bactéria Gram-positiva capaz de esporular, que é
comumente utilizada como probidtico na alimentacdo humana e animal
(WILLIANS et al., 2009). Esporos de B. toyonensis utilizados como probidticos
modularam a resposta imune e melhoraram a efichcia de uma vacina
recombinante em camundongos (SANTOS et al., 2018).

Esporos séo estruturas proteicas extremamente resistentes produzidas por
algumas bactérias em resposta a condicfes ambientais adversas (HUANG et al.,
2008). Além disso, esporos de outras espécies do género Bacillus, como B.
subtilis, possuem propriedades imunomoduladoras pois promovem um aumento
na resposta de anticorpos contra antigenos solGveis coadministrados a ele, sendo
capazes de aprimorar a eficacia de vacinas recombinantes (DE SOUZA et al.,
2014, HUANG, et al., 2010).

O Herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5) € o agente da meningoencefalite
herpética dos bovinos. Vacinas de subunidades contra os herpesvirus sao
desenvolvidas baseadas nas principais glicoproteinas do envelope viral que séo
responsaveis pela ligacdo e penetracdo do virus na célula e também medeiam as
respostas imunoldgicas do hospedeiro a infeccdo (BABIUK et al., 1996). A
glicoproteina D (gD) € essencial para penetracdo do virus nas células
hospedeiras (GERAGHTY et al., 2000). Devido a baixa imunogenicidade dos
antigenos recombinantes, se faz necessario o uso de adjuvantes. O objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito adjuvante de esporos de Bacillus toyonensis
associados a gD recombinante (rgD) de BoHV-5 em camundongos.

2. METODOLOGIA

Para a producéo dos esporos, B. toyonensis foi semeado em meio BHI agar
(Brain Heart Infusion, Difco) e incubado por 24 horas a temperatura de 37 °C.
Coldnias isoladas foram inoculadas em frascos de 125mL contendo 10mL de
meio LB (Luria-Bertani) incubados por 18 horas a 37 °C com agitacdo constante
de 200rpm. Esses cultivos foram inoculados em 90mL de meio F (FOERSTER &
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FOSTER, 1966) e incubados em agitador orbital por 96 horas a 37 °C. Os cultivos
foram centrifugados a 10.000 x g durante 10 minutos e concentrados em um
volume final de 20mL. Apds, foi mantido em banho-maria a 68 °C por 3 horas para
eliminacdo de células vegetativas. Em seguida, foi realizada a purificagdo dos
esporos de acordo com o método descrito por Tavares et al. (2013). A avaliacao
da frequéncia de esporulagédo foi realizada ao final do processo por meio de
coloracao de Wirtz-Conkilin.

Foram utilizados 42 camundongos Swiss, fémeas, de 28 dias de idade,
divididos em quatro grupos experimentais denominados: gD + esp., gD + esp. +
alumen, gD + alumen e gD + PBS. O grupo gD + esp. recebeu 2x10° UFC de
esporos associados com 40ug de rgD. O grupo gD + esp. + alumen recebeu
2x10° UFC de esporos associados com 40ug de rgD adsorvidos em 10% de
hidroxido de aluminio (alumen). O grupo gD + alumen recebeu 40ug de rgD
adsorvidos em 10% de alumen. O grupo gD + PBS recebeu 40ug de rgD em
solucdo salina fosfatada pH 7,4 (PBS). Todos o0s animais sofreram
inoculacao/injecado nos dias 0 e 21 do experimento por via subcutanea com um
volume de 0,2mL da respectiva formulacdo vacinal. Amostras de sangue foram
coletadas nos dias 0,14, 21, 28, 35 e 42 do experimento no Biotério Central da
Universidade Federal de Pelotas e 0 soro separado e armazenado a -20 °C até o
momento de realizacao das analises.

A presenca de anticorpos foi avaliada por ensaio imunoenzimatico (ELISA)
indireto, segundo Dummer et al. (2014), para IgG total e para os isotipos IgG1,
IgG2a, 1gG2b e IgG3. A andlise estatistica foi realizada utilizando analise de
variancia (two-way ANOVA) seguida pelo teste de Tukey, com o auxilio do
software GraphPadPrism 11 v7.0d (GraphPad Software, CA, USA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os animais responderam a vacina com aumento dos niveis de anticorpos
totais (IgG) (Figura 1). Os camundongos vacinados com as vacinas que
continham os esporos de B. toyonensis (gD + esp. e gD + esp. + alumen)
apresentaram maiores niveis de IgG quando comparados aos grupos que nao
possuia esporos associados ao antigeno vacinal (gD + alumen e gD + PBS).
Durante todos os dias avaliados, o grupo gD + esp. + alumen apresentou niveis
de 1gG superiores (p<0,05) quando comparado aos grupos gD + alumen e gD +
PBS. Estudos ja foram realizados anteriormente, mostrando as propriedades
imunomoduladoras de esporos de Bacillus subtilis associados a um antigeno
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recombinante viral, sugerindo a possibilidade de utilizacdo desses compostos
como adjuvante vacinal. (DE SOUZA et al., 2014)

Figura 1. Dindmica dos niveis de IgG totais em camundongos vacinados com a
rgD de BoHV-5 associada com esporos de B. toyonensis. As letras iguais
significam que n&o ha diferenga estatistica (p>0,05) e letras diferentes significam
diferenca estatistica (p<0,05) entre 0s grupos experimentais, dentro do dia.

Nos dias 28, 35 e 42 do experimento foi observado o perfil de isotipos de
IgG1, 1gG2a, 1gG2b e IgG3 (Figura 2). Os camundongos dos grupos gD + esp. e
gD + esp. + alumen apresentaram niveis de IgG2a, IgG2b e IgG3 superiores
(p<0,05) quando comparados ao grupo gD + alumen avaliados. Detectou-se
niveis semelhantes de IgGl (p>0,05) entre os grupos, caracterizando uma
resposta inicial do tipo Th2 (DUMMER et al.,, 2014). E importante, porém,
observar a presenca de altos niveis de 1gG2a, 1gG2b e IgG3 nos grupos
vacinados com rgD associada aos esporos, sugerindo uma mudanca no perfil da
resposta, uma vez que esses isotipos sao caracteristicos de resposta do tipo Thl.
Essa observagcdo sugere o desenvolvimento de uma resposta balanceada
Th1/Th2. Além disso, os isotipos IgG2a e IgG2b constituem uma classe de
imunoglobulinas com papel importante na resposta pro-inflamatoéria de roedores,
com destaque para 1gG2a, que é responsavel pela ativacdo de mecanismos
efetores durante uma resposta imune induzida por virus, como a ativacdo do
sistema complemento. (NIMMERJAHN, F. & RAVETCH, J. V., 2005).
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Figura 2. Perfil de isotipos de imunoglobulinas em camundongos vacinados com
rgD de BoHV-5 associado com esporos de B. toyonensis. (A) Niveis de IgG1. (B)
Niveis de IgG2a. (C) Niveis de IgG2b. (D) Niveis de 1gG3. As letras iguais
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significam que n&do ha diferenca estatistica (p>0,05) e letras diferentes significam
diferenca estatistica (p<0,05) entre os grupos experimentais dentro do dia.

4. CONCLUSOES

O presente estudo sugere que esporos de B. toyonensis apresentam efeito
adjuvante em camundongos quando associados com a rgD de BoHV-5. Esses
resultados abrem perspectivas para realizacdo de pesquisas mais aprofundadas
sobre as propriedades imunomoduladoras de esporos de B. toyonensis e de sua
possivel utilizacdo como adjuvante em vacinas de subunidade.
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