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1. INTRODUGAO

A Equinocultura é um importante setor do agronegocio visto que, segundo a
Organizacgao das Nagdes Unidas para a Agricultura e Alimentagcédo (FAO), movimenta
R$ 30 bilhdes por ano e possui a ocupacgdo direta de cerca 640 mil pessoas (Estudo
do Complexo do Agronegécio Cavalo, Escola Superior de Agricultura Luiz de
Queiroz/Universidade de Sao Paulo, Esalg/SP). O Brasil possui 0 4° maior rebanho
do mundo, com aproximadamente 5,8 milhdes de animais, e o estado do Rio Grande
do Sul possui rebanho de equinos de aproximadamente 500 mil animais (IBGE,2022).

Lawsonia intracellularis é o microrganismo responsavel pela Enteropatia
Proliferativa (EP) em equinos (COOPER & GEBHART, 1998). E uma bactéria Gram
negativa intracelular obrigatéria que foi inicialmente caracterizada em suinos, mas
também tem sido relatada com frequéncia em rebanhos equinos (COOPER &
GEBHART, 1998). Os principais sintomas descritos sdo diminuicdo nos niveis de
reprodugao, anemia, febre, diarreia e perda de peso, podendo levar o animal a ébito
(PAGE et al., 2012). A prevaléncia e os impactos econémicos da EP nos rebanhos
equinos podem ser subestimados, uma vez que os animais podem apresentar
sintomas variados ou ser assintomaticos, dificultando o diagnéstico (JIMENEZ et al.,
2018). A melhor medida profilatica contra o agente etiolégico da EP é a vacinagao,
contudo ndo ha vacinas comerciais destinadas a equinos (VISSCHER et al., 2018).
Os antigenos podem ser previamente selecionados através de vacinologia reversa e
expressos na forma de recombinantes capazes de proteger contra diferentes doengas
(FERREIRA et al., 2016). A utilizagcdo de vacinas recombinantes vem sendo
apresentada como uma potencial estratégia vacinal, podendo superar as limitagbes
das vacinas comercialmente disponiveis.

A adicao de adjuvantes e a suplementagcdo com probidticos, como o toxoide
tetanico (TT) e Bacillus toyonensis, pode aumentar a imunogenicidade do antigeno
vacinal (ABREU et al., 2024). A suplementagédo de equinos com microrganismos
probidticos foi capaz de aumentar o crescimento e ganho de peso dos animais, além
de reduzir aincidéncia de diarreia (TANABE et al., 2014). Aresposta imune estimulada
por probidticos inclui a proliferacdo de células do sistema imune, aumento da
producao de anticorpos, aumento da atividade de fagécitos e da indugéo de expresséo
de citocinas especificas (SANTOS et al., 2018). Bacillus toyonensis exerce efeito
imunomodulador em diversas espécies, como camundongos, aves, bovinos e
equinos, sendo capaz de aprimorar a eficacia de vacinas através da modulacéo da
resposta imune (ROOS et al., 2010), aumentando os niveis de IgG especificas totais
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(SANTOS et al., 2018). Desta forma, este projeto visou avaliar a resposta imune de
equinos vacinados com uma vacina experimental da proteina recombinante de

L. intracellularis fusionada a particula adjuvante do epitopo T-helper derivado do
toxoide tetanico (TT-Th) e o efeito da suplementagcdo de B. ftoyonensis na
imunogenicidade da vacina experimental.

2. METODOLOGIA
2.1 Obtencgao do antigeno recombinante

O epitopo alvo para o desenvolvimento da vacina foi previamente selecionado
através de estudos de vacinologia reversa. A sequéncia selecionada foi sintetizada
comercialmente e inserida no vetor pet/28a. As células de Escherichia coli foram
transformadas com o plasmideo por choque térmico e a expressao da proteina foi
realizada conforme descrito por SAMBROOK & RUSSEL (2012). Aexpressaode rLiTT
foi verificada através de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 15% e
Western blot utilizando anticorpo anti-histidina. A purificacdo e quantificagcdo da
proteina foram realizadas utilizando, respectivamente, coluna de cromatografia de
afinidade ao niquel e Ensaio de Bradford, com base na curva de albumina do soro
bovino (BSA) (Sigma-Aldrich).

2.2 Vacinagao e suplementacao de equinos

Todos os procedimentos realizados estao de acordo com as diretrizes do Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e aprovados pela Comissdo de Etica
em Experimentac&do Animal da UFPel (CEEA 6729-2021).

O cultivo de B. toyonensis (cepa BCT-7112) foi realizado conforme SANTOS et al.,
(2018). Foram utilizados 10 equinos, machos e fémeas adultos de raga nao definida,
separados em 2 grupos de forma aleatéria, com o grupo suplementado (VS) contendo
6 animais, € o grupo nao suplementado (V) com 4 animais. Os animais
foram vacinados com a vacina experimental constituida da proteina recombinante
rLiTT purificada (400ug/dose) adsorvida no adjuvante Hidroxido de Aluminio (10%)
(Sigma-Aldrich), em volume total de 2 ml via intramuscular. A vacinagéo ocorreu nos
dias 0 e 21 do experimento. Os animais suplementados receberam o probidtico de
maneira continua durante 42 dias. A suplementacio foi iniciada 7 dias antes da
aplicagdo da primeira dose vacinal, para adaptacdo alimenticia dos animais. A
quantidade do probiético fornecido diariamente aos animais foi de 4 x 10° unidades
formadoras de colénia (UFC) de esporos de B. toyonensis adicionado ao
melago como veiculo (ALIMEL- Supra®-Lote158613, pH ~6,0) na proporgéao
de 3:1 para melhor solubilidade de palatabilidade. A solugao probiético-melado (40 ml)
foi adicionado a 500 g de ragao comercial e ofertado individualmente aos animais no
COXO.

O soro dos animais foi obtido através de coletas de sangue a partir de pungao da
veia jugular, nos dias -7, 0, 14, 21, 28 e 35. As amostras identificadas e armazenadas
a -20 °C até o momento de analise soroldgica através de ELISA indireto.

2.3 Analise dos sub-isotipos de IgG
Para a andlise dos sub-isotipos de IgG, foi utilizado o método de ensaio

imunoenzimatico (ELISA), utilizando placas de 96 cavidades revestidas com 100
ng/cavidade de rLiTT. Apds incubagdo com antigeno em tamp&o carbonato
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bicabornato (pH 8,0), os soros diluidos (1:100) em tampé&o fosfato-salino (PBS) foram
aplicados em triplicata. Um kit da Bio-Rad foi usado para detectar os sub-isotipos. As
placas foram lavadas, e uma solugao reveladora foi adicionada e incubada por 15
minutos. A reacgao foi interrompida com H2SO4 2N, e as absorbancias foram medidas
a 492 nm.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os niveis de anticorpos de IgG total especificos anti- rLiTT e sub-isotipos de IgG
foram avaliados através de ELISA indireto. Os niveis séricos de IgG total aumentaram
significativamente (p<0,05) no dia 7. No dia 28, os animais suplementados
apresentaram niveis mais altos que os nao suplementados (p<0,0001), o que se
repetiu no dia 35 (p<0,05) (Figura 1a). Apds a segunda dose, o grupo suplementado
teve um aumento de 2 vezes nos anticorpos, enquanto o grupo néo suplementado
aumentou 1,6 vezes entre os dias 21 e 28. Os sub-isotipos de IgG também
apresentaram uma resposta semelhante, reforcando o efeito da suplementagao no
aumento dos anticorpos.

Para avaliar os niveis dos sub-isotipos de IgG foram utilizados soros dos equinos
de ambos os grupos dos dias —7, 14 e 35 do experimento. Os niveis de IgGa, IgGb e
IgGT foram mais elevados no grupo vacinado e suplementado (VS), tendo uma
diferenca de, respectivamente, 0, 3, 0,4 e 0,1 vez. Os sub-isotipos IgGa e IgGb
apresentaram niveis elevados em comparagao com IgGT, ambos tendo um aumento
significativo de aproximadamente 3x no dia 14, com apenas uma dose de vacinagao,
e um aumento de 5x e 6x, respectivamente, no dia 35 com duas doses de vacinacgao.
Enquanto, o sub-isotipo IgGT apresentou aumento de 5x no dia 35, com duas doses
de vacinagao, considerando que esse aumento de IgGT equivale ao valor de IgGa e
IgGb do dia 14. Destaca-se que os niveis de IgGb foram mais altos que os demais
sub-isotipos.
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Figura 1. Dindmica de anticorpos IgG totais e sub-isotipos IgGa, IgGb e IgGT
especificos anti-rLiTT em equinos vacinados. A) Dinamica de IgG total do grupo
vacinado e suplementado continuamente com B. toyonensis (VS) e do grupo controle
vacinado e nao suplementado (V). B) Dindmica dos sub-isotipos de IgGa do grupo
vacinado e suplementado continuamente com B. toyonensis (VS) e do grupo controle
vacinado e nao suplementado (V). C) Dindmica dos sub-isotipos de IgGb do grupo
vacinado e suplementado continuamente com B. toyonensis (VS) e do grupo controle
vacinado e néo suplementado (V). D) Dinamica dos sub-isotipos de IgGT do grupo
vacinado e suplementado continuamente com B. toyonensis (VS) e do grupo controle
vacinado e nao suplementado (V).

A suplementagao com B. toyonensis BCT-7112 tem se mostrado uma opgao
promissora para aumentar a efetividade da resposta vacinal, especialmente
considerando vacinas com antigenos recombinantes (SANTOS et al.,2021). Os sub-
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isotipos de IgG podem ser indicadores indiretos das respostas dos linfocitos T e
podem indicar uma resposta imune direcionada ao tipo de linfocito T auxiliar (por
exemplo, Th1, Th2, etc.) (ESTES et al.,2002). Aos sub-isotipos IgGa (IgG1) e IgGb
(lgG4 e IgG7) sao atribuidos com a capacidade de fixar complemento e mediar a
citotoxicidade celular dependente de anticorpos, IgGT (IgG3 e IgG5) ndo possui tais
caracteristicas, no entanto, é eficiente em neutralizar toxinas (LEWIS et al., 2008). De
fato, IgGb (IgG4/7) foi sugerido como sendo mais importante nas respostas imunes
mediadas por anticorpos protetores equinos a patdégenos intracelulares (NELSON et
al., 1998; LOPEZ et al, 2002; GOODMAN et al., 2006). Nossos resultados
demonstram que os valores de ELISA para o sub-isotipo de IgGb foram superiores do
que os outros dois sub-isotipos em ambos os grupos (Fig.1c). Em estudos anteriores
(SANTOS et al., 2021; SANTOS et al., 2018) realizados com antigenos diferentes
(bacterinas e recombinantes) o sub-isotipo com maiores valores de ELISA foi o IgGT,
diferindo do presente estudo onde o IgGb foi superior. Assim, pode-se sugerir que os
altos valores de ELISA observados para IgGb se devem a um efeito mediado por
suplementagdo com B. toyonensis. Observando a dindmica do IgGT e IgGa, e
seguindo a mesma hipotese do IgGb, pode-se sugerir que B. toyonensis também
desempenha um papel na modulagao destes sub-isotipos. Visto que, IgGa apresenta
aumento nos valores de ELISA a partir do dia 14 (Fig. 1b) e IgGT mostra um aumento
nos valores de ELISA no dia 35 no grupo suplementado (VS) e grupo controle (V),
entretanto, o grupo suplementado (VS) apresentou valor significativo superiores
comparando com o grupo controle.

4. CONCLUSOES

Os resultados apresentados neste estudo demonstram que a suplementacao
continua com Bacillus toyonensis BCT-7112 resultou na modulagéo da resposta imune
vacinal contra Lawsonia intracellularis em equinos, com o aumento significativo nos
niveis de sub-isotipos de IgG especificos anti-LiTT. No entanto, s&o necessarios mais
estudos para melhor entender o(s) mecanismo(s) envolvidos na imunomodulagao
mediada por B. toyonensis BCT-7112 em equinos.
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