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O	estudo	teve	como	objetivo	avaliar	o	efeito	da	suplementação	com	o	probiótico	Bacillus	toyonensis	na	cinética	da	produção	
de	 anticorpos	 IgG,	 IgG1	 e	 IgG2a	 contra	 antígenos	 de	 Leishmania	 (Leishmania)	 infatum	 chagasi.	 Foram	 utilizados	 24	
camundongos	BALB/c,	fêmeas,	tendo	em	média	21	dias	de	idade,	sensibilizados	experimentalmente	contra	L.	(L.)	infantum	
chagasi,	divididos	em	três	grupos	experimentais.	O	grupo	A	não	recebeu	suplementação,	o	grupo	B	foi	suplementado	de	
forma	contínua	até	o	dia	56	e	no	grupo	C	o	probiótico	foi	administrado	sete	dias	antes	e	sete	dias	após	cada	sensibilização,	
pelo	mesmo	período.	O	experimento	foi	conduzido	até	o	dia	84.	Foi	utilizada	a	soroconversão	para	avaliação	da	resposta	
imune	humoral.	Durante	a	suplementação	todos	os	animais	apresentaram	soroconversão	de	IgG	total	contra	o	antígeno	
utilizado,	sem	ser	identificada	diferença	estatística	(p<0,05)	entre	os	grupos.	Na	análise	de	isotipagem,	o	grupo	suplementado	
com	 probiótico	 no	 período	 contínuo	 apresentou	 resultados	 de	 soroconversão	 da	 razão	 IgG2a/IgG1	 superior	 quando	
comparado	ao	grupo	controle	(1,8	vezes)	e	ao	suplementado	sete	dias	antes	e	sete	dias	após	a	suplementação	(1,2	vezes)	no	
dia	70,	mantendo	o	seu	título	superior	aos	grupos	em	questão	até	o	final	do	experimento	(1,2	vezes	no	dia	84).	Com	base	
nesses	resultados,	pode-se	observar	maior	habilidade	do	grupo	suplementado	continuamente	modular	favoravelmente	a	
resposta	imune	humoral	e	manter	a	produção	de	anticorpos	do	isotipo	IgG2a	contra	o	antígeno	em	questão.
	
Palavras-chave:	Leishmaniose	canina,	probiótico,	resposta	imunológica.

The	aim	of	this	study	was	to	evaluate	the	effect	of	supplementation	with	the	probiotic	Bacillus	toyonensis	on	the	production	of	
IgG,	IgG1	and	IgG2a	antibodies	against	Leishmania	(Leishmania)	infantum	chagasi	antigens.	Twenty-four	female	albino	BALB/c	
mice,	21	days	old,	were	immunized	experimentally	against	L.	(L.)	infantum	chagasi,	divided	into	three	experimental	groups.	
Group	A	received	no	supplementation,	group	B	was	continuously	supplemented	until	day	56	and	in	group	C	the	probiotic	was	
administered	seven	days	before	and	seven	days	after	each	immunization	for	the	same	period.	The	experiment	was	conducted	
until	day	84.	Seroconversion	was	used	to	evaluate	the	humoral	immune	response.	During	the	supplementation,	all	the	animals	
presented	total	IgG	seroconversion	against	the	antigen	used,	without	statistical	difference	(p>0.05)	between	the	groups.	In	the	
isotype	analysis,	the	group	supplemented	with	probiotic	in	the	continuous	period	presented	seroconversion	results	of	the	
upper	IgG2a	/	IgG1	ray	when	compared	to	the	control	group	(1.8	times)	and	to	that	supplemented	seven	days	before	and	
seven	days	after	supplementation	(1.2	times)	on	day	70,	keeping	their	titre	superior	to	the	groups	in	question	until	the	end	of	
the	experiment	(1.2	times	on	day	84).	Based	on	these	results,	it	can	observed	a	greater	ability	of	the	supplemented	group	to	
continuously	modulate	favorably	the	humoral	immune	response	and	to	maintain	the	production	of	IgG2a	isotype	antibodies	
against	the	antigen	in	question.

Keywords:	Canine	leishmaniasis;	probiotic;	immune	response.

Bacillus	toyonensis	supplementation	modulates	and	improves	the	antibody	production	in	mice	immunized	with	
Leishmania	(Leishmania)	infatum	chagasi	antigens

Suplementação	com	Bacillus	toyonensis	modula	a	produção	de	anticorpos	em	camundongos	
sensibilizados	com	antígenos	de	Leishmania	(Leishmania)	infatum	chagasi
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Introdução
Mesmo	 com	 o	 avanço	 no	 desenvolvimento	 e	 uso	 de	

imunógenos,	a	proteção	dos	animais	pode	ser	comprometi-
da	com	o	uso	de	vacinas	pouco	imunogênicas	ou	por	falhas	
no	mecanismo	e	modulação	de	uma	resposta	imune	ade-
quada	frente	aos	agentes	infecciosos.	Assim,	faz-se	necessá-
rio	o	uso	de	alternativas	que	auxiliem	na	proteção	dos	indi-
vıd́uos	(AGRESTI	et	al.,	2012).	Dessa	maneira,	os	probióti-
cos	surgem	como	uma	perspectiva	para	auxıĺio	na	melhoria	
das	respostas	imunológicas	(GRANDIOSA	et	al.,	2018).

Os	 probióticos	 são	 micro-organismos	 vivos	 que,	 ao	
serem	 ingeridos	 em	 quantidades	 adequadas,	 conferem	
efeitos	benéficos	à	saúde	do	hospedeiro	(FAO/OMS,	2001).	
Estudos	 têm	demonstrado	a	ação	 imunomoduladora	dos	
probióticos	 tanto	 em	 humanos	 quanto	 em	 animais	

(VLASOVA	et	al.,	2016;	ZIMMERMANN;	CURTIS,	2017).	Os	
efeitos	positivos	do	uso	desses	micro-organismos	vão	desde	
a	ativação	das	células	envolvidas	na	imunidade	inata	e/ou	
adquirida	até	a	modulação	da	imunidade	humoral	ou	celu-
lar	(REN	et	al.,	2015)	podendo,	inclusive,	serem	utilizados	
na	potencialização	de	vacinas	pouco	imunogênicas	(EZE	et	
al.,	2012;	SAFARI	et	al.,	2016;	VLASOVA	et	al.,	2016),	propor-
cionando	um	meio	acessıv́el	e	promissor	na	prevenção	e	
tratamento	de	doenças	infecciosas.

Entre	os	micro-organismos	que	possuem	ação	probióti-
ca	Bacillus	toyonensis	sp.	(JIME�NEZ	et	al.,	2013)	tem	apre-
sentado	 resultados	 positivos	 na	 modulação	 do	 sistema	
imune	de	animais.	Essa	bactéria	é	uma	estirpe	de	Bacillus	
cereus	de	ocorrência	natural,	não	toxigênica	e	não	patogêni-
ca,	muito	utilizada	como	ingrediente	alimentar	para	animais
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(WILLIAMS	et	al.,	2009)	devido	a	sua	caracterıśtica	de	for-
mação	de	esporos,	que	confere	maior	sobrevivência	duran-
te	o	trânsito	estomacal	(HOA	et	al.,	2000),	elaboração,	trans-
porte	 e	 armazenamento	 das	 rações	 para	 animais	 (GIL-
TURNES	et	al.,	1999).

A	leishmaniose	visceral	é	uma	antropozoonose	de	difıćil	
controle	no	Brasil	(MAIA	et	al.,	2016),	que	se	destaca	por	ser	
considerada	 pela	 Organização	 Mundial	 da	 Saúde	 (OMS)	
como	uma	enfermidade	emergente,	descontrolada	e	com	
altas	taxas	de	infecção	em	áreas	endêmicas.	Um	dos	princi-
pais	parâmetros	para	a	sua	prevenção	está	relacionado	ao	
desenvolvimento	de	vacinas	eficientes	(JAIN;	 JAIN,	2015),	
mas	atualmente	a	vacina	disponıv́el	comercialmente	apro-
vada	pelo	Ministério	da	Agricultura,	Pecuária	e	Abasteci-
mento	não	apresenta	a	eficácia	esperada	para	o	controle	da	
doença	a	campo	(GRIMALDI	et	al.,	2017).

Para	Gradoni	(2015),	as	dificuldades	no	desenvolvimen-
to	de	vacinas	contra	o	parasita	estão	relacionadas	a	diversos	
fatores,	entre	eles	a	capacidade	de	induzir	o	hospedeiro	em	
montar	uma	resposta	imune	protetora	contra	Leishmania	
spp.	Na	resposta	humoral,	a	expressão	das	Imunoglobulinas	
G	e	suas	subclasses	é	influenciada	pela	produção	de	citoci-
nas	(ROSTAMIAN	et	al.,	2017),	no	qual	uma	resposta	marca-
da	com	perfil	Th1	induz	a	produção	do	isotipo	IgG2a	que	
está	associado	a	proteção	contra	o	parasita,	apresentando	
lesões	menores	e	menor	carga	parasitária.	(CARNEIRO	DE	
FREITAS,	2012;	CANTOS-BARREDA	et	al.,	2017;	ELIKAEE	et	
al.,	2019).

Estudos	sugerem	que	B.	toyonensis	 	apresenta	efeito	na	
resposta	 proliferativa	 de	 linfócitos,	 além	 de	 modular	 a	
expressão	dos	nıv́eis	de	anticorpos	(ROOS	et	al.,	2012)	e	de	
citocinas	responsáveis	pelo	direcionamento	de	uma	respos-
ta	intracelular	com	perfil	Th1	(LI	et	al.,	2007)	eficaz	contra	o	
parasita,	tornando	a	utilização	deste	probiótico	promissora	
na	modulação	do	sistema	imunológico.

Nesse	contexto,	o	presente	trabalho	teve	como	objetivo	
avaliar	se	a	suplementação	com	o	probiótico	Bacillus	toyo-
nensis	apresenta	efeito	na	reposta	imune	humoral	de	ani-
mais	sensibilizados	com	antıǵenos	de	Leishmania	(Leishma-
nia)	infatum	chagasi.

Material	e	métodos
A	produção	do	probiótico	foi	realizada	de	acordo	com	o	

descrito	previamente	por	Roos	et	al.	(2012).	A	bactéria	B.	
toyonensis	foi	cultivada	e	posteriormente,	a	solução	conten-
do	os	esporos	do	micro-organismo	foi	incorporada	à	ração	

6	no	tıt́ulo	de	1x10 esporos	por	grama	de	alimento.	O	contro-
le	da	pureza	foi	realizado	em	todas	as	etapas	do	processo,	
por	meio	de	bacterioscopia	com	a	coloração	de	Gram	e	da	
semeadura	em	ágar	sangue.

Para	obtenção	do	antıǵeno	particulado,	formas	promas-
tigotas	de	Leishmania	(Leishmania)	infatum	chagasi	em	final	
de	fase	logarıt́mica	foram	utilizadas.	Inicialmente,	a	cultura	
foi	submetida	à	centrifugação	a	1540	g	/4ºC/	10	min,	segui-
da	 de	 duas	 lavagens	 em	 solução	 salina	 tamponada	 com	
fosfato	(PBS,	0,1	M,	pH	7,2).	Para	contagem	total	de	parasi-
tos,	o	sedimento	foi	ressuspenso	em	10	mL	de	PBS	(0,1	M,	
pH	7,2),	diluıd́o	1:50	da	solução	em	formalina	4%	e	conta-
dos	em	câmera	de	Neubauer.	Após,	o	material	foi	centrifuga-
do	e	submetido	a	cinco	sequências	de	congelamento	e	aque-
cimento	a	37ºC.	Após	a	lise,	o	antıǵeno	particulado	foi	res-
suspenso	em	PBS	(0,1	M,	pH	7,2),	de	modo	a	se	obter	con-

centração	final	de	1	mg/mL	de	proteıńas,	dosado	pelo	méto-
do	de	Bradford	(1967).	A	suspensão	foi	armazenada	a	-70ºC	
até	o	uso.

Para	a	produção	do	imunógeno,	foram	utilizadas	100	µg	
do	antıǵeno	particulado	previamente	produzido,	acrescido	
de	1000	µL	de	hidróxido	de	alumıńio	e	6000	µL	de	tampão	
fosfato.	O	experimento	foi	conduzido	por	84	dias	e	a	admi-
nistração	 do	 imunógeno	 se	 deu	 por	 via	 subcutânea,	 no	
volume	de	100	µL	por	animal,	nos	dias	sete,	seguido	de	três	
reforços	nos	dias	21,	42	e	70	do	perıódo	experimental.

Foram	utilizados	24	camundongos	isogênicos	da	linha-
gem	BALB/c,	 fêmeas,	 tendo	em	média	21	dias	de	 idade,	
mantidos	sob	temperatura	controlada	de	22ºC	(±2°C)	em	
ciclo	de	iluminação	claro-escuro	(12	horas),	alimentados	ad	
libitum	com	ração	(sem	adição	de	antibióticos	e	antifúngi-
cos)	e	 água.	O	experimento	 foi	aprovado	pelo	Comitê	de	
E� tica	de	Experimentação	Animal	da	Universidade	Federal	
de	Pelotas	(UFPel),	sob	o	protocolo	n°	5758.

Os	animais	foram	divididos	em	três	grupos	(Grupo	A,	B	
e	C).	O	grupo	A	(controle)	foi	alimentado	com	ração	comer-
cial	(sem	adição	de	antibióticos	e	antifúngicos)	e	os	grupos	
B	e	C	foram	alimentados	com	a	mesma	ração	adicionada	de	

6	1x10 esporos	de	B.	toyonensis	por	grama	de	alimento.	O	
grupo	B	recebeu	o	probiótico	continuamente	desde	o	dia	
zero	ao	dia	56°	e	o	grupo	C	apenas	sete	dias	antes	e	sete	dias	
após	a	administração	do	imunógeno	nos	dias	21	e	42	(des-
de	o	dia	zero	ao	dia	28	e	desde	o	dia	35	ao	dia	49).	A	partir	
do	dia	57°	foi	suspensa	a	administração	de	probiótico	e	os	
animais	mantidos	em	experimentação	por	mais	28	[remo-
vida	1	frase],	sendo	o	experimento	conduzido	até	o	dia	84.	A	
cada	sete	dias	os	animais	foram	anestesiados	com	Quetami-
na	+	Xilazina	por	via	peritoneal	e	amostras	de	sangue	foram	
coletadas	do	plexo	venoso	retro	orbitário	com	auxıĺio	de	
pipeta	Pasteur.	As	amostras	colhidas	 foram	centrifugadas	
por	dez	minutos	a	3.000	rpm,	para	obtenção	do	soro.	O	soro	
obtido	foi	separado,	identificado	e	armazenado	a	-4ºC	até	o	
momento	da	análise	dos	nıv́eis	de	anticorpos	séricos.

Para	avaliar	os	nıv́eis	de	IgG	total	contra	L.	(L.)	infantum	
chagasi	nos	soros,	foi	empregado	o	Ensaio	da	Imunoabsor-
bância	Ligado	à	Enzima	(ELISA)	indireto.	As	placas	de	poli-
estireno	com	96	cavidades	(Nunc	PolySorp®)	foram	sensi-
bilizadas	com	100	µL	do	antıǵeno	particulado,	na	concen-
tração	inicial	de	1	mg/mL,	diluıd́o	(1:100)	em	Tampão	car-
bonato-bicarbonato	(pH	9,6),	e	incubadas	durante	a	noite,	à	
4ºC.	 	Em	seguida,	as	placas	foram	lavadas	três	vezes	com	
solução	 de	 Tampão	 Fosfato	 (pH	 7,6)	 contendo	 0,5%	 de	
Tween	20	(PBS-T)	e	bloqueadas	com	100	µL	de	solução	de	
PBS-T	contento	5%	de	leite	em	pó	desnatado,	por	30	minu-
tos,	a	temperatura	ambiente,	sendo	as	placas	posteriormen-
te	 lavadas	 novamente	 por	 três	 vezes	 com	PBS-T.	 Após	 o	
bloqueio,	 foram	adicionados	em	duplicata	100	µL	de	cad	
soro	diluıd́os	em	PBS-T	(1:100)	[removida	1	palavra],	incu-
bando-se	a	placa	por	60	minutos	a	37ºC.	Em	seguida,	as	
placas	foram	lavadas	três	vezes	com	PBS-T	e	adicionados	
100	 µL	 do	 conjugado	 de	 imunoglobulinas	 IgG	 anti-
camundongo,	 ligadas	 a	 peroxidase	 (Dako®),	 diluıd́o	 em	
PBS-T	(1:5000).	As	placas	 foram	então	 incubadas	por	90	
minutos	a	37ºC	e	após	esse	perıódo	 foram	lavadas	cinco	
vezes	 com	 PBS-T	 e	 100	 µL	 de	 substrato/cromógeno	

™(SIGMAFAST OPD)	foi	adicionado	em	cada	poço,	reagindo	
sob	proteção	da	luz	por	15	minutos	à	temperatura	ambien-
te.
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Para	a	detecção	das	IgG1	e	IgG2a	foi	utilizado	um	kit	de	

reagentes	ISO2-1KT	de	anticorpos	monoclonais	de	camun-
TMdongo	(Sigma-Aldrich ).	A	etapa	de	sensibilização	e	blo-

queio	foi	realizada	de	forma	idêntica	a	descrição	da	técnica	

anterior,	seguido	da	adição	em	duplicata	de	100	µL	do	pool	

dos	soros	de	cada	coleta	diluıd́os	(1:100)	em	PBS-T	e	incu-

bados	a	37°C	durante	60	min.,	 seguido	de	 lavagens	 com	

PBS-T.	Em	seguida,	100	µL	de	anticorpos	monoclonais	anti-

IgG	de	camundongo	(anti-IgG1	e	anti-IgG2a)	produzidos	em	

cabra	diluıd́os	na	proporção	1:2000	em	PBS-T	foram	adicio-

nados	e	incubados	a	37°C	por	30	min.	Depois	disso,	proce-

deu-se	a	lavagem	e	adicionou-se	100	µL	de	imunoglobulina	

anti–cabra	conjugada	com	peroxidase	(1:4000),	novamente	

incubadas	por	15	min	a	37ºC.	Após	esse	perıódo,	as	placas	

foram	lavadas	cinco	vezes	com	PBS-T	e	100	µL	de	substra-
™to/cromógeno	(SIGMAFAST OPD)	foi	adicionado	em	cada	

poço,	reagindo	sob	proteção	da	luz	por	15	minutos	à	tempe-

ratura	ambiente.
Nas	duas	técnicas	descritas,	as	placas	foram	imediata-

mente	 submetidas	 a	 leitura	 de	 absorbância	 em	 leitor	 de	

microplacas	(Eon	Biotek,	Programa	GEN	5)	com	filtro	de	

450nm	para	 IgG	 total	e	 IgG2a/IgG1.	Cada	placa	continha	

dois	controles	negativos	(sem	adição	de	soro)	e	dois	contro-

les	positivos	(soro	de	animais	sensibilizados	contra	L.	infan-

tum)	que	foram	utilizados	para	o	controle	entre	placas.	Os	

resultados	foram	expressos	em	soroconversão.
Os	 dados	 de	 IgG	 Total	 foram	 submetidos	 as	 análises	

estatıśticas	descritiva	e	analıt́ica,	realizadas	com	auxıĺio	dos	

softwares	Microsoft	Excel	e	SPSS	v.	20.	Inicialmente,	a	nor-

malidade	dos	dados	foi	verificada	com	o	teste	Shapiro-Wilk.	

Quando	os	dados	não	apresentavam	distribuição	normal	foi	

utilizado	o	teste	de	Kruskal-Wallis,	enquanto	para	os	dados	

paramétricos	foi	ANOVA.	Todos	os	testes	foram	aplicados	ao	

nıv́el	de	significância	de	cinco	porcento	e	intervalo	de	confi-

ança	de	95%	para	identificação	de	diferenças	significativas	

entre	os	grupos.	Os	dados	de	isotipagem	foram	submetidos	

a	análise	descritiva.

Resultados	e	discussão
Diferentes	abordagens	na	busca	por	resultados	eficien-

tes	no	desenvolvimento	de	vacinas	têm	sido	utilizadas	para	

o	controle	de	doenças	infecciosas.	Nesse	contexto,	este	estu-

do	avaliou	se	a	suplementação	com	probiótico	a	base	de	B.	

toyonensis	 apresenta	 efeito	 na	 modulação	 da	 resposta	

imune	humoral	de	camundongos,	podendo	ser	considerado	

uma	alternativa	para	melhoria	da	resposta	imune	frente	a	

antıǵenos	de	L.	(L.)	infantum	chagasi.
Na	análise	sorológica	de	IgG	total	observou-se	que	os	

antıǵenos	 induziram	soroconversão	em	 todos	os	animais	

sensibilizados,	 porém,	 não	 foram	 identificadas	 diferenças	

na	 produção	 de	 IgG	 entre	 os	 grupos	 testados	 (p>0,05)	

durante	o	perıódo	experimental.	A	suplementação	com	o	

probiótico	em	questão	não	elevou	o	tıt́ulo	de	IgG	total	anti-

Leishmania	 em	 comparação	 com	 o	 grupo	 controle.	 Em	

modelo	 murino,	 Miles	 et	 al.	 (2005)	 relataram	 que	 altos	

tıt́ulos	 de	 IgG	 não	 fornecem	 proteção	 contra	Leishmania	

spp.	mas		sim	podem	contribuir	para	a	progressão	da	doen-

ça,	pois	o	aumento	de	IgG	total	está	relacionado	ao	aumento	

na	produção	de	IL-4	e	IL-10,	e	essas	citocinas	são	caracterıś-

ticas	de	resposta	não	protetora	mediada	por	Th2,	indesejá-

vel	contra	o	parasita	em	estudo	(ANDERSON	et	al.,	2005).

O	perfil	de	citocinas	produzidas	frente	ao	antıǵeno	está	

relacionado	com	a	produção	de	subclasses	de	imunoglobu-

linas	e	pode	ser	um	evidente	marcador	de	suscetibilidade	

para	 a	 doença	 (FERNANDES-PEREZ	 et	 al.,	 2003).	 Em	

camundongos,	a	secreção	de	IL-4	promove	a	produção	de	

IgG1,	enquanto	IFN-y	eleva	a	produção	de	IgG2a,	citocinas	

essas	 relacionadas	 com	 suscetibilidade	 ou	 resistência	 a	

Leishmania	sp,	respectivamente.	A	produção	de	IgG2a,	que	

participa	no	processo	de	resistência	à	infecção,	pode	estar	

associada	a	uma	resposta	do	tipo	Th1,	enquanto	o	subtipo	

IgG1	estaria	associada	a	uma	resposta	Th2,	resultando	no	

aumento	da	sobrevivência	do	parasito	e	na	exacerbação	das	

lesões	(ROSTAMIAN	et	al.,	2015).
Na	figura	1	observa-se	os	dados	de	soroconversão	de	

IgG1.	A	partir	do	dia	28	os	animais	do	grupo	controle	apre-

sentaram	tıt́ulos	de	imunoglobulinas	IgG1	maior	do	que	os	

grupos	suplementados,	o	que	continuou	até	o	final	do	estu-

do.	No	dia	84,	o	grupo	controle	apresentou	soroconversão	

de	2,23,	o	grupo	contıńuo	de	1,23	e	o	grupo	suplementado	

antes	e	após	as	vacinações	1,54.
Esse	resultado	sugere	que	a	suplementação	com	o	pro-

biótico	 levou	a	uma	 resposta	 imune	humoral	 com	nıv́eis	

menores	de	do	isotipo	IgG1,	que	está	associado	a	uma	res-

posta	imune	celular	Th2	(desfavorável	para	proteção	contra	

o	parasita	em	questão)	mostrando	que	o	probiótico,	quando	

administrado	é	capaz	de	modular	a	soroconversão	a	favor	

de	uma	resposta	Th1,	mantendo	os	nıv́eis	de	IgG2a,	que	é	

interessante	na	proteção	contra	o	parasito	em	estudo.

Em	 uma	 pesquisa	 realizada	 com	 porcas	 prenhes	 foi	

observado	que	o	probiótico	B.	toyonensis	altera	a	resposta	

proliferativa	de	linfócitos	e	afeta	as	proporções	de	popula-

ções	de	células	do	sistema	imunológico	(SCHIERACK	et	al.,	

2009),	 concluindo	 que	 o	 micro-organismo	 em	 questão	

oferece	uma	perspectiva	sobre	a	sua	utilização	na	estimula-

ção	da	resposta	humoral	e	celular.
Os	dados	de	isotipagem	mostram	variações	na	razão	de	

IgG2a/IgG1	entre	os	animais	suplementados	e	não	suple-

mentados	(Fig.	2).	A	partir	do	dia	42,	foi	possıv́el	observar	a	

modulação	 do	B.	 toyonensis	 na	 razão	 de	 IgG2a/IgG1.	No	

grupo	com	suplementação	contıńua	esta	proporção	foi	de	

0,86,	no	suplementado	sete	dias	antes	e	após	as	vacinações	

foi	0,7,	enquanto	no	grupo	controle	foi	de	0,5.	Estes	dados	

sugerem	que	o	probiótico	estimulou	uma	maior	proporção	

na	 razão	 IgG2a/IgG1em	 comparação	 com	 o	 grupo	 não	

suplemetando.
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Figura	 1.	 Soroconversão	 de	 IgG1	 entre	 os	 grupos	 controle	 (grupo	 A)	 e	 suplementados	 com	
probiótico	a	base	de	Bacillus	toyonensis	continuamente	(grupo	B)	e	suplementados	sete	dias	antes	e	
após	cada	vacinação	(grupo	C).	As	setas	indicam	os	dias	das	vacinações	e	a	linha	a	suspensão	do	
probiótico	no	dia	56.	/	Figure	1.	 IgG1	seroconversion	between	control	groups	 (group	A)	and	
supplemented	with	Bacillus	toyonensis-based	probiotic	continuously	(group	B)	and	supplemented	
seven	days	before	and	after	each	vaccination	(group	C).	Arrows	indicate	days	of	vaccinations	and	
line	probiotic	suspension	on	day	56.
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No	perıódo	onde	a	suplementação	foi	suspensa	obser-

vou-se	 a	 capacidade	 do	 B.	 toyonensis	 manter	 seu	 efeito	

modulador	 mesmo	 após	 a	 parada	 da	 administração	 do	

probiótico.	No	dia	70,	o	grupo	sem	suplementação	apresen-

tou	uma	proporção	de	0,54	enquanto	o	grupo	suplementa-

do	continuamente	e	o	grupo	suplementado	antes	e	após	

cada	vacinação	apresentou	proporções	maiores,	 as	quais	

foram	 0,93	 e	 0,72,	 respectivamente.	 Após	 esse	 perıódo,	

pode-se	 observar	 maior	 capacidade	 de	 modulação	 no	

grupo	contıńuo,	este	manteve	a	razão	do	isotipo	IgG2a,	1,2	

vezes	superior	aos	demais	grupos.
Da	mesma	forma	Roos	et	al.	(2012)	em	trabalho	utili-

zando	o	mesmo	probiótico	em	animais	imunizados	contra	

BOHV-5	 observaram	 que	 mesmo	 após	 a	 suspensão	 da	

suplementação	do	B.	toyonensis	os	animais	suplementados	

responderam	à	vacina	com	aumento	na	razão	de	imunoglo-

bulinas	 IgG2a/	 IgG1	 quando	 comparado	 ao	 grupo	 não	

suplementado.	Por	esta	razão,	sugerimos	que	o	probiótico	

possa	ter	estimulado	a	produção	de	plasmócitos	e	células	B	

de	memória	a	responder	mais	rapidamente	as	exposições	e	

dentro	de	um	perfil	de	imunoglobulinas	desejado	para	uma	

resposta	eficaz	para	o	agente	em	questão.
No	 mesmo	modelo	 experimental,	 Roos	 et	 al.	 (2018)	

examinaram	por	48	dias	o	uso	do	probiótico	Saccharomyces	

boulardii	como	adjuvante	para	melhorar	a	eficácia	da	vacina	

contra	BOHV-5	e	consideraram	que	os	animais	suplementa-

dos	 apresentaram	 aumento	 na	 razão	 em	 favor	 de	

IgG2a/Th1	nas	proporções	 de	0,51	para	 controle	 e	 0,87	

para	 o	 grupo	 suplementado,	 mantendo	 essa	 proporção	

durante	o	experimento.
Os	resultados	aqui	apresentados	estão	de	acordo	com	

resultados	publicados	anteriormente	utilizando	o	mesmo	

probiótico,	revelando	que	a	suplementação	tem	capacidade	

de	 modular	 favoravelmente	 a	 resposta	 humoral	 frente	

diferentes	antıǵenos,	como	por	exemplo	em	ovinos	vacina-

dos	contra	E.	coli	e	Herpes	Vírus	bovino	tipo	5	(ROOS	et	al.,	

2010),	leitões	vacinados	contra	H3N2	Influenza	e	Mycoplas-

ma	 (SCHIERACK	 et	 al.,	 2007),	 camundongos	 vacinados	

contra	E.	coli	e	Parvovıŕus	(COPPOLA	et	al.,	2005),	apresen-

tando	 sempre	 médias	 de	 soroconversão	 superiores	 nos	

grupos	suplementados.
O	uso	dos	probióticos	em	geral	fornecem	um	meio	aces-

sıv́el	 para	 a	 prevenção	 e	 tratamento	 de	 doenças,	 porém	

exige	seleção	cuidadosa	antes	da	sua	aplicação	já	que	dife-

rentes	 cepas	 diferem	 suas	 funções	 imunomoduladoras	

(ASHRAF;	SHAH,	2014).	Nosso	trabalho,	evidência	o	poten-

cial	de	uso	do	probiótico	Bacillus	toyonensis	como	estratégia	

viável	para	melhora	da	resposta	imunológica	em	camun-

dongos	vacinados	contra	antıǵenos	que	necessitem	de	uma	

resposta	mediada	do	tipo	Th1.

Conclusão
Os	resultados	destacam	o	potencial	uso	B.	toyonensis	na	

estimulação	da	produção	 e	manutenção	de	um	perfil	 de	

anticorpos	favoráveis	contra	Leishmania	(Leishmania)	infa-

tum	chagasi,	abrindo	perspectivas	para	estudos	posteriores	

utilizando	esse	micro-organismo.
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and	Immunopathology,	v.	189,	p.	11-16,	2017b.
CONSELHO	NACIONAL	DE	CONTROLE	DE	EXPERIMENTAÇA�O	ANIMAL.	Normativas	para	produção,	manutenção	ou	

utilização	 de	 animais	 em	 atividades	 de	 ensino	 ou	 pesquisa	 cientıf́ica.	 Ministério	 da	 Ciência,	 Tecnologia	 e	
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Figura	 2.	 Razão	 das	 soroconversões	 de	 IgG2a/IgG1	 entre	 os	 grupos	 controle	 (grupo	 A)	 e	
suplementados	 com	 probiótico	 a	 base	 de	 Bacillus	 toyonensis	 continuamente	 (grupo	 B)	 e	
suplementados	 sete	dias	 antes	 e	 após	 cada	vacinação	 (grupo	C).	As	 setas	 indicam	os	dias	das	
vacinações	 e	 a	 linha	 a	 suspensão	 do	 probiótico	 no	 dia	 56.	 /	Figure	 2.	 Ratio	 of	 IgG2a	 /	 IgG1	
seroconversions	between	control	groups	(group	A)	and	supplemented	with	Bacillus	toyonensis-
based	 probiotic	 continuously	 (group	 B)	 and	 supplemented	 seven	 days	 before	 and	 after	 each	
vaccination	(group	C).	Arrows	indicate	days	of	vaccinations	and	line	probiotic	suspension	on	day	56.
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