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1. INTRODUCAO

Probidticos sdo organismos que contribuem para o equilibrio microbiano
intestinal,quando administrados em quantidade adequada (FAO/WHO, 2002). A
resposta imune mediada por probidéticos inclui a proliferacdo de células do sistema
imune, aumento da producdo de anticorpos, da atividade de fagdcitos e da
inducdo de citocinas (DE MORENO DE LEBLANC et al., 2008; SANTOS et al.,
2018).

Bactérias acido laticas (BAL), como Lactcaseibacillus casei, apresentam
propriedades imunoldgicas como inducdo de imunidade sistémica e de mucosa,
implicando em efeitos no sistema intestinal, como interacdes entre as bactérias e
as ceélulas epiteliais e imunes(GALDEANO et al., 2006).

Em ensaios iniciais, foi descrita a necessidade de suplementacéo continua
para que os probidticos pudessem exercer todos o0s seus beneficios (DE
MORENO DE LEBLANC et al., 2008). Entretanto, estudos recentes demonstram
gue apenas com 7 dias de uso, probidticos do género Bacillus conseguem
estimular uma acdo imunomoduladora em animais imunizados (SANTOS et al.,
2018).

A vacinacao € a medida mais promissora para o controle e prevencéao de
infeccbes por patogenos (KAUFMANN, 2007).Vacinas baseadas em antigenos
recombinantes se mostram como uma alternativa segura, e com minimas reacfes
adversas, entretanto podem promover baixa resposta do sistema imune sendo
necessario o uso de adjuvantes (MBOW et al., 2010). O uso de probiéticos como
suplementacdo junto a vacina pode ser uma alternativa para melhorar a
imunogenicidade das vacinas recombinantes.

O herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5), causador da meningoencefalite
herpética, apresenta grande importancia veterinaria, atingindo bovinos de todas
as idades e na maioria das vezes sendo fatal,acarretando anualmente grande
prejuizo econdmico para a bovinocultura (VOGEL et al., 2003). Campos et al
(2009) encontrou uma alta prevaléncia de infeccéo latente por herpesvirus bovino
no estado do Rio Grande do Sul, no qual 41% dos animais testados apresentaram
anticorpos neutralizantes contra BoHV-5.

A glicoproteina D é essencial para a penetracdo e fixagdo do BoHV-5 na
célula hospedeira, sendo uma molécula alvo no desenvolvimento de novas
vacinas(DUMMER et al., 2014). Em estudos anteriores, ja foi demonstrado que a
glicoproteina D de BoHV-5 recombinante (rgD) usada como antigeno vacinal, foi
capaz de induzir altos niveis de anticorpos neutralizantes em camundongos e
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bovinos(DUMMER et al., 2014; ARAUJO et al, 2018).Esta proteina foi
selecionada como modelo experimental para avaliar a atividade probidtica do L.
casei frente a animais imunizados.

O objetivo desse estudofoiavaliar a atividade probiética e imunomoduladora
de L. casei em trés periodos diferentes de suplementacdo em camundongos
vacinados com a glicoproteina D deBoHV-5.

2. METODOLOGIA

L. casei foi semeado em meio MRS (de Man Rogosa& Sharpe) e incubado
a 37 °C durante 24 h. Apos o crescimento, foram selecionadas 3-5 coldnias
isoladas para o pré-inéculo em meio MRS liquido e incubadas em agitador orbital
a 37°C por 24 h, entdo foram transferidas para frascos com 500mide meio MRS e
incubadas sob as mesmas condi¢cdes.A concentracdo de L. casei obtida nesses
cultivos foi de aproximadamente 4 x 10° UFC/mL. O microrganismo foi adicionado
na ragdo atingindo a concentracdo final delx10°UFC/g de racdo administrada aos
grupos experimentais.

Para avaliar a modulacdo da resposta imune foram utilizados
camundongos da espécie Balb/c divididos em 5 grupos: 1)vacinados néo
suplementados; 2)suplementacdo continua; 3) suplementacdo 72h pré
imunizacao; 4) suplementacédo 48h pré imunizacdo e 5) suplementacdo 24h pré
imunizacao. Nos dias 0 e 210s animais foram inoculados via subcutanea com 100
pl da vacina experimental formulada com 40 ug daglicoproteina D recombinante
(rgD) de BoHV-5adsorvida em 15% de hidroxido de aluminio (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) como adjuvante.Amostras de sangue foram coletadas por
puncédo submandibular em intervalos de 7 dias até o dia 42 do experimento. O
manuseio dos animais e o0s procedimentos experimentais foram realizados
seguindo as normas do Conselho Nacional de Controle e Experimentacdo Animal
(CONCEA) e aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentacio Animal da
UFPel (CEEA n° 28175).

A avaliacdo da resposta imune humoral foi verificada através de ensaio
imunoenzimatico (ELISA) conforme descrito por Dummeretal (2014).A analise
estatistica foi realizada utilizandoPrismversion7 (San Diego, CA, USA). Os valores
das médias dos niveis de IgG obtidos pelo ELISA indireto foram submetidos a
analise de variancia (two-way ANOVA). As diferencas entre as médias foram
analisadas pelo teste de Turkey, considerando-se que houve diferenca
significante quando p<0.05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os camundongos dos grupos suplementados com L. casei e grupo controle
responderam a vacinacdo com aumento dos niveis de IgG especificas totais
contra BoHV-5. A partir do dia 14 os grupos suplementados nos periodos de 72 h
e 48 h pré imunizacdo apresentaram um aumento significativo (p<0.05) nos niveis
de IgG, sendo superior ao grupo que recebeu suplementacdo continua e ao grupo
nao suplementado até o ultimo dia experimental. O grupo suplementado por 24 h
pré imunizacdo, sete dias ap0s a segunda dose atingiu niveis de IgG similares
(p<0.05) ao grupo de suplementagdo continua, 0s quaisse mantiveram até o
ultimo dia experimental (Figura 1).

Outros estudos relataram que o tratamento com Lactobacillus sp. por 28
dias ap0s a administracdo da vacina viva atenuada contra Influenza aumentou as
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taxas de protecdo dos individuos contra o virus(Davidson et al., 2011). Neste
estudo evidenciamos que o Lacticaseibacillus casei P054 promoveu um aumento
na producdo de IgG especifico em camundongos imunizados contra BoHV-5.
Todos o0s grupos que receberam suplementacdo com L. casei por diferentes
periodos obtiveram niveis significativamente (p<0.05) superiores de anticorpos,
comparados com 0 grupo que ndo recebeu suplementacdo, demonstrando a
modulacdo do sistema imune mediada pelo probidtico. Além disso, os resultados
desse trabalho corroboram com o estudo de Santos (2018) demonstrando que a
suplementacao a curto prazo é capaz de promover a imunomodulacao.
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Figura 1. Dinamica de IgG totais obtidos por ELISA indireto em camundongos vacinados
com rgD5 de BoHV-5 e suplementados com L. caseipreviamente a imunizacdo e controles ao
decorrer dos dias experimentais. Letras distintas representam diferenca estatistica (p<0.05)

4. CONCLUSOES

E possivel concluir que a suplementa¢do com L. casei em camundongos
vacinados com rgD5 contra BoHV-5 é capaz de modular a resposta imune. A
suplementacao realizada nos periodos de 72 e 48 horas previa as imunizacdes
apresentaram aumento nos niveis de IgG sérica total a partir do dia 14, se
mantendo até o final do experimento. Mais estudos serédo realizados com o intuito
de entender e avaliar os mecanismos de acao e o efeito imunomodulador de L.
casei P054.
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