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RESUMEN

La vacuna BCG (bacilo Calmette-Guérin) para el control de la tuberculosis bovina tiene eficacia variable y
se requiere la generacién y prueba de nuevas vacunas. Por ello se realizé un estudio exploratorio para
evaluar la genotoxicidad de dos potenciales vacunas, recombinantes antituberculosa bovina en becerras
Holstein Freisan de edad promedio de 9 meses, mediante eritrocitos micronucleados (EMN). Se formaron
5 grupos: 1) Solucion salina, 2) El vector pVAX1 (Vector sin inserto), CV), 3) Vacuna Micobacterium bovis
(M. bovis) tipo 1 (PE11 [VR1]), 4) Vacuna M. bovis tipo 2 (PPE68 [VR2]), 5) Ambas vacunas (VR1+VR2).
A cada organismo se le tomaron 5 muestras de sangre: la primera previa al tratamiento, de la segunda a
la cuarta muestra cada 24 horas y la 5ta a los 90 dias postratamiento. Las muestras se analizaron con
microscopia y se contabilizaron EMN/10,000 eritrocitos. Frecuencias de EMN disminuyeron con la edad
(Kruskall Wallis, 95%). Al analizar los tratamientos con respecto al control se identificé menor valor de EMN
en los grupos VR2 y en VR1+VR2 (P=0.02). Estos resultados, aparentan efecto citoprotector, no obstante,
podria tratarse de efecto mielosupresor (citotéxico) enmascarado, ya que la frecuencia de EMN disminuye
al haber mielodepresion. Para confirmar citotoxicidad se sugiere continuar el estudio en organismos mas
jovenes.

Palabras clave: Genotoxicidad, micronlcleos, bovinos y vacuna recombinante antituberculosa.

ABSTRACT
BCG vaccine (Calmette-Guérin Bacillus) for bovine tuberculous control has a variable efficiency, been
necessary to produce and evaluate new vaccines. Genotoxicity of two new recombinant antituberculous
potential vaccines was evaluated in Holstein Freisan calves using micronucleated erythrocytes (EMN). Five
treatments were analyzed: 1) Saline solution, 2) pVAX1 vector (CV), 3) Micobacterium bovis (Mv) type 1
vaccine (PE11 [VR1]), 4) type 2 (Mv) vaccine (PPE68 [VR2]) and 5) both VR1 & VR2 vaccines. Five blood
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samples were taken to each organism. First sample was taken before any treatment. Samples 2 to 4 were
taken every 24 hours; the fifth sample was taken at day 90 postreatment. The samples were analyzed with
microscope to obtain EMN/10,000 total erythrocytes. We observed a decrease at EMN, related to age
increase of the organisms (Kruskal Wallis, 95%). A comparison with control group at the end of the
treatments showed significant EMN reductions at VR2 and VR1&VR2 groups (P=0.02). It seems that the
results show a cytoprotecting effect but also could be a masked myelosuppressive effect (cytotoxicity)
because the EMN frequency decreases with myelosuppression. It is necessary to continue with studies with
young organisms in order to confirm toxicity.

Keywords: Genotoxicity, micronuclei, cattle and recombinant antituberculous vaccine.

INTRODUCCION

La Organizacibn Mundial de la Salud sefiala que la tuberculosis bovina es una
enfermedad infecto-contagiosa bacteriana cronica, zoonética de alta morbilidad vy
mortalidad y es endémica de paises en desarrollo; especificamente en México, tiene
prevalencia en todo el pais (OIE, 2020; PRONABIVE, 2015), donde es probable que se
favorezca la transmision natural en el ganado (Van der Heijden et al., 2017). La
enfermedad produce grandes pérdidas econdmicas a causa de la disminucién de la
poblacion de bovinos y leche; por ello precisa de constante control y prevencion (Flores,
2012; Gooding y Brook, 2014; Ortiz, 2015; OIE, 2020). Mycobacterium bovis (M. bovis) y
M. tuberculosis son la causa de la tuberculosis. Esta enfermedad forma nédulos o
tubérculos en los ganglios linfaticos y diversos tejidos, de donde surge su nombre
(Carriosa et al., 2015; Martinez et al., 2019).

Los signos clinicos pueden ser subagudos o cronicos; la tasa progresiva es variable, en
algunos animales la bacteria se queda latente o tarda afios en manifestarse; mientras
gue en otros pueden ser afectados gravemente en poco tiempo, y por ello es que debe
notificarse de acuerdo al Cédigo Sanitario para animales terrestres (OIE, 2020). Se
transmite por contacto con individuos o tejidos infectados, por ingestién de alimentos o
fluidos corporales contaminados (OIE, 2020; Herrera et al., 2008; Higareda-de Sales et
al., 2015; Himsworth et al., 2010; Grange, 2001).

Una propuesta para erradicar la enfermedad es la vacunacién, cuyo objetivo es mejorar
la respuesta inmune frente a la tuberculosis, reducir la incidencia de la enfermedad activa;
ademas de proteccion mas duradera, mayor eficacia y seguridad, aplicabilidad a
cualquier poblacion y compatibilidad con el resto del calendario de vacunacion; asi como
bajo costo (Barba et al., 2013).

Por su parte la prueba de micronucleos (MN), detecta pérdida de fragmentos o
cromosomas completos durante la mitosis, y en sangre periférica es una excelente
herramienta econdmica, altamente sensible e informativa que no requiere de tamafos de
muestra grandes para evaluar el posible dafio al DNA. Ademas los modelos in vivo, tienen
la caracteristica de transformar sustancias donde se ha descrito que muchos de sus
metabolitos pueden llegar a ser mas toxicos, que el compuesto original; asi como también
se puede evaluar la respuesta inmune por medio de activacion de la médula 6sea o
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mielosupresion (Cristaldi, 2004; Cedano et al., 2012; Torres-Bugarin et al., 2015;
Castaneda et al., 2016).
Desde hace mas de 100 afios se ha utilizado la vacuna BCG (bacilo de Calmette-Guérin),
derivada de una cepa atenuada de M. bovis; denominada bacilo de Calmette-Guérin, para
la prevencion de la tuberculosis bovina; dicha vacuna tiene eficacia variable (Cordero et
al., 2013). Por ello es prioritario trabajar en la generacion de nuevas vacunas, con base
en los nuevos conocimientos sobre el genoma de M. tuberculosis y M. bovis, en conjunto
con su respuesta inmunitaria (Cordero et al., 2013; Van der Heijden et al., 2017).
Nuevas estrategias en la generacion de vacunas, como las del tipo de ADN, son
herramientas susceptibles de evaluacion y explotacion para la prevencion de la
tuberculosis bovina. A este respecto, esti descrito que los bovinos vacunados con una
variante de ADN recombinante (ADNr), que codifica para los antigenos 85B, MPT64 y
MPT83, mejoraron la respuesta inmune, y disminuyeron la carga de antigenos. Por lo
anterior, Barba, et al., (2013) evaluaron la efectividad de vacunas de ADNr utilizando otro
tipo de antigenos de M. bovis; para ello clonaron los genes que codifican para las
proteinas PE11 y PPEG68, en el vector de expresion eucaridtico pVAX1. Para ello
construyeron la vacuna de ADN, basada en un vector de expresion eucariota (pVAX1,
Invitrogen, EE. UU.), de donde produjeron PE11 y PPE68 proteinas codificadas en un
gen presente en RD1, una regidn ausente de M. bovis BCG, una cepa comunmente
utilizada como vacuna en humanos y en modelos bovinos experimentales.
Esta cepa contribuye a la reactividad cruzada y la confusién entre los animales vacunados
e infectados, cuando se prueba. Usaron pVAX1-PPE68 y PE11 para vacunar Bovinos
Holstein, y determinar su capacidad para inducir la produccion de IFN-g in vitro, asi como
para generar anticuerpos en animales vacunados.
RD1 es una seccién de ADN de 9.5 kb llamada region de delecion 1, esta presente en
las cepas virulentas de M. tuberculosis, pero se elimina en todas las cepas atenuadas de
la vacuna M. bovis BCG. Esta region codifica al menos nueve genes. Algunos o todos los
productos del gen RD1 pueden estar involucrados en la virulencia y la patogénesis
(Daugelat, et al., 2003).
Si bien es necesario la construccion de nuevas vacunas, también es indispensable que
estos nuevos tratamientos pasen por un proceso de evaluacion, tanto de su eficacia
terapéutica, como en posibles efectos téxicos o genotdxicos, a corto o largo plazo.
Por tanto, el objetivo del presente estudio fue evaluar en becerras Holstein Friesian (Bos
taurus), la genotoxicidad de vacunas recombinantes antituberculosa desarrolladas por
Barba et al., (2013).

MATERIAL Y METODOS

Tipo de estudio

Experimental, observacional, longitudinal, comparativo. Con numero de registro
CINV.020/15 ante la Coordinacion de Investigacién del Centro Universitario de Ciencias
Bioldgicas y Agropecuarias de la Universidad de Guadalajara, Jalisco, México.


https://doi.org/10.1016/j.mrgentox.2003.10.021
https://www.medigraphic.com/cgi-bin/new/resumen.cgi?IDARTICULO=44884
http://dspace.cibnor.mx:8080/handle/123456789/1404
https://doi.org/10.1155/2016/7934257
http://www.neumologiaysalud.es/descargas/R6/R6-6.pdf
http://www.neumologiaysalud.es/descargas/R6/R6-6.pdf
http://www.neumologiaysalud.es/descargas/R6/R6-6.pdf
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0188448
https://www.researchgate.net/publication/251231209_A_DNA_vaccine_containing_PPE68_induces_humoral_response_in_cattle
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Daugelat%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14554249
https://www.researchgate.net/publication/251231209_A_DNA_vaccine_containing_PPE68_induces_humoral_response_in_cattle

ABANICO VETERINARIO ISSN 2448-6132 abanicoacademico.mx/revistasabanico/index.php/abanico-veterinario

Organismos

Se trabajo con 13 becerras Holstein Friesian (Bos taurus) sanas, con edad promedio de
9 meses, del rancho de Produccion Cofradia, Universidad de Guadalajara, Jalisco,
México.

En investigacion biomédica, trabajar con animales de uso poco comun, representa
dificultades, como: el tamafio y nimero ideal de animales, asi como la manutencion y
cuidado. Como lo sefiala la OCDE, los bovinos son una especie de uso poco comun en
investigacién biomédica; por ética, metodologia y alto costo se debe respetar el principio
de utilizar el minimo numero de animales. En el caso particular donde se realiz6 el
estudio, no fue posible utilizar el nimero ideal de becerras, por la logistica del cuidado,
alojamiento y alimentacion (OCDE, 1999).

Grupos de estudio
Se formaron 5 grupos, a los que se les administré una dosis de 1.0 mL via intramuscular,
de uno de los siguientes compuestos:
— Grupo 1) [n=3] Control Solucion salina estéril al 0.9% (p/v) (CSS).
— Grupo 2) [n=2] Control Vector sin inserto pVAX1(CV).
— Grupo 3) [n=3] Vacuna recombinante codificada para PE11: 0.5 mg/mL de plasmido
M. bovis (VR1).
— Grupo 4) [n=3] Vacuna recombinante codificada para PPE68: 0.5 mg/mL de plasmido
M. bovis (VR2).
— Grupo 5) [n=2] VR1+VR2 (PE11: 0.25 mg/mL+PPE68:0.25 mg/mL).
Caracteristicas de las vacunas recombinantes
— Vector pVAX1 (Invitrogen Thermo Fisher Scientific Cat. No. V26020)
Este vector fue disefiado de acuerdo con las pautas de la FDA, las secuencias de DNA
eucariotas se limitan a las requeridas para la expresion con el fin de minimizar la
posibilidad de integraciébn cromosdmica (Barba et al., 2013).
— Preparacién de las vacunas PE11 y PPE6GS
Estas se prepararon en el Centro de Investigacion y Asistencia en Tecnologia y Disefio
del Estado de Jalisco (CIATEJ), donde se amplificaron las regiones codificantes de los
genes PE11l y PPEG68, a partir de DNA gendmico de M. bovis; mediante reaccion en
cadena de la polimerasa con oligonucléotidos, especificos y disefiados expresamente
para este proyecto. La identidad y fidelidad de la secuencia amplificada se verificd por
restriccién con las endonucleasas tipo Il (Xbal y HindlIl) y secuenciacién. Luego éstos se
insertaron en el vector de expresion eucariético pVAX1. ElI ADN plasmidico se purifico
por medio de un kit comercial Quiagen Plasmid Plus Midi (Barba et al., 2013).
— Proteinas PE11 y PPEGS
Estas familias de proteinas de estructura globular son las que confieren mayor
variabilidad a M. tuberculosis. La proteina PE11 (motivos Prolina-Acido Glutamico a nivel
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del extremo N-terminal), se caracterizan por ser rica en prolina y acido glutamico, y la
proteina PPE68 (prolina, prolina, acido glutamico) se define por repetidos en tdndem
(MPTRs) (Fontalvo Rivera y Gomez Camargo, 2015).

— Generacion de vacuna recombinantes
Los plasmidos recombinantes transformados en Escherichia coli DH5q, y que contenian
a las proteinas PE11 o PPEG68, fueron obtenidos por medio del kit comercial Quiagen
Plasmid Plus Maxi kit, y se mezclaron con solucion salina isoténica (SSI); hasta ajustar a
un volumen de 0.5 mL, con concentracion de 500 pg/mL (vacuna administrada). Se
amplificaron mediante PCR los genes PE11 y PPEG8, con la ayuda de la enzima Phusion
de alta fidelidad (Finnizymes, EE. UU.) y el DNA gendémico AN5 de M. bovis como
plantilla, y el par de cebadores MbPPE68-5FH3 (5°-
GGAGAAGCTTGTCACCATGCTGTGG-3) + MbPPEG683RXb3RXb (5°-
GATCCGCTCTAGATTACCTGCCTCCTG-3).
Los productos de PCR se digirieron con Hindlll y Xbal (New England Biolabs, EE. UU), y
lueo se ligaron con el vector pVAX1, usando los mismos sitios de restriccién. La clonacion
se confirm6 mediante digestion de restriccion, y la proporcion entre identidad y fidelidad
del gen insertado, y luego se verific6 mediante secuenciacion realizada en el Laboratorio
de Gendmica para la Biodiversidad (LANGEBIO, Cinvestav Irapuato, México). La
expresion de genes clonados en pVAX1 depende de su promotor CMV, asi como de las
secuencias de Kozak y ATG que se incorporan en los cebadores dada su ausencia en
pVAX1; tal como lo sefialan Barba y sus colaboradores (Barba et al., 2013).

Tomay procesamiento de muestras

A cada becerra se le tomaron 5 muestras de sangre periférica, la primera previa al
tratamiento; de la 292 a la 4' cada 24 horas, y la Ultima a los 90 dias posteriores. La toma
de muestra se realiz6 de la yugular, mediante puncion con aguja numero 18 y se
realizaron dos frotis por muestra, los cuales se dejaron secar al aire libre y se fijaron en
etanol al 96% por 10 minutos. El segundo frotis fue con finalidades de respaldo.
Posteriormente se tifieron con naranja de acridina, tincion especifica para acidos
nucleicos (Hayashi, 1990) y se resguardaron hasta su analisis en cajas para mantenerlas
libres de polvo y de exposicion a la luz (Torres-Bugarin et al., 2015).

Analisis de muestras

El técnico responsable del analisis de las muestras desconocia la informacion
relacionada con ellas, quien por muestra contabiliz6 10,000 eritrocitos totales (ET), para
identificar los valores de eritrocitos micronucleados (EMN), por medio de un microscopio
equipado con fluorescencia (marca Zeiss ®) bajo el objetivo 100X. Se consideré6 como
EMN cuando éste presenta en su citoplasma una estructura, pequefia, redonda u
ovalada, bien definida de color amarillo brillante (tono caracteristico del ADN por la tincion
con naranja de acridina, que es especifica para acidos nucleicos), y que al enfocar y
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desenfocar el objetivo, éste se encuentre en el mismo plano de la célula; tal como se
observa en la figura 1 (Torres-Bugarin et al., 2015).

Figura 1. Frotis de sangre periférica. Eritrocito normocromatico micronucleado (EMN). Tincién
naranja de acridina. Microscopio Binocular Carl Zeiss Mod. Axioscope Al ® Fluorescencia IVFL Filtro de
450 a 490 nanometros, Camara Axiocam MRc3 Revl, Objetivo Planocromatico 100x/1.25. Imagen
capturada a 1,000 aumentos reales.

Analisis estadistico

Para la comparacion de los valores de EMN se hicieron evaluaciones previas de indices
de sesgo, curtosis y homoscedasticidad, para discriminar entre el uso de ANOVA o de
Kruskal Wallis y proceder a su analisis. Se consider6 como significativo el valor de P<0.05
y dado el caso, se practicaron pruebas de LSD, para la localizacion de grupos
homogéneos. Se utilizé el programa STATGRAPHICS ™ Centurion, ver. 15 (StatPoint,
USA).

Consideraciones éticas

Todos los animales fueron tratados conforme a los procedimientos establecidos por la
NORMA Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999, especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio (NOM-062-Z00-1999; OCDE,
1999).

RESULTADOS

Enlatabla 1, se puede observar el tamafio de muestra, los valores individuales y medias
y errores estandar de valores basales de EMN. Se destaca que VR2 y VR1+VR2,
presentaron frecuencia de EMN con efecto dosis respuesta (P=0.02, Kruskal Wallis).
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Tabla 1. Valores de eritrocitos micronucleados (EMN) en sangre periférica de becerras Holstein
expuestas a las vacunas de prueba recombinante a través del tiempo

Valores de EMN/10,000 eritrocitos totales
CSS, (n=3) CV, (n=2) VR1,(n=3) VR2, (n=3) VR1+VR2, (n=2)

26+1.98 [n=13]

Toma de muestras

Dia 1
Valores basales

Dia 2 2,2,5 1,2 1,3, 4 1,1,3 1,2
Dia 3 1,1,3 1,1 2,2,2 1,1,2 2,2
Dia4 1,3,4 1,2 0,2,3 1,1,2 2,1
Dia 90 1,2,3 1,2 0,2,3 0,1,2 2,2
Promedio general 24+0.3 1.4+0.2 25+05 1.3+0.2 20+0.3

Se muestran valores individuales y promedio + error estandar. EMN: eritrocitos micronucleados; CSS: control
solucién salina; CV: control vehiculo; VR1: vacuna recombinante (PE-11); VR2: vacuna recombinante (PPE-68);
VR1+VR2: vacuna recombinante (PE-11+PPE-68); n: tamafio de la muestra.

Al analizar los valores de EMN de todos los organismos en los diferentes grupos y dias
de muestreo, se identificO que los datos no cumplen con el principio de varianzas
homogéneas y normalidad, por ello se aplicé la prueba Kruskal Wallis, con la que se
encontré que los valores de EMN muestran aparente disminucién a lo largo del tiempo,
pero sin significancia estadistica (P=0.70), (Figura 2).
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Figura 2. Valores de eritrocitos micronucleados (EMN/10,000 eritrocitos) en sangre periférica de las
becerras Holstein Freisan en los diferentes grupos de estudio y muestreadas en diferentes dias. Los
graficos muestran media y error estandar.

En la tabla 1 y figura 3, se puede observar el efecto dosis respuesta (P=0.02, Kruskal
Wallis) sobre las frecuencias de EMN de la aplicacion de la VR2. Ademas, se debe
destacar que los grupos CSS y VR1, asi como los grupos CV y VR2 se comportan de
manera muy similar (P>0.05); mientras que el grupo VR1+VR2 presenta valores de EMN
intermedios entre VR1 y VR2 (P>0.05), ver figura 3.
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Figura 3. Valores de eritrocitos micronucleados (EMN/10,000 ET) de sangre periférica de becerras
Holstein Freisan tratadas. CSS: Solucién salina, CV: Vector sin inserto (pVAX1), VR1: Vacuna
recombinante codificada para PE11 (PE11/0.5 mg/mL de plasmido Micobacterium bovis (M. bovis), VR2:
Vacuna recombinante codificada para PPE68 (PPE68/0.5 mg/mL de plasmido M. bovis, VR1+VR2
(PE11/0.25 mg/mL + PPE68/0.25 mg/mL). Los datos muestran media y errores estandar. CV, VR2 y
VR1+VR2 vs CSS, (P=0. 02, Kruskal Wallis)*.
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1.1

DISCUSION

La raza vacuna Holstein Freisan como bioindicadora de genotoxicidad

Previo a evaluar la genotoxicidad de un agente mediante la prueba de MN en sangre
periférica en un organismo que no esté probado como bioindicador de genotéxicos, se
debe contar con los valores espontaneos de dicha especie (Zuhiga-Gonzalez et al.,
2001). En la situacion especifica del ganado vacuno, el valor espontdneo de EMN/10,000
eritrocitos descrito es de 2.4 + 1.7 (promedio y error estandar) (Zufiga et al., 1996); y los
estudios experimentales de genotoxicidad son escasos. Soélo se localizé una
investigacién en la que describe el comportamiento de la raza Latvian Brown adultos,
expuesta a radiaciones electromagnéticas, y se sefiala que los valores de EMN fueron
de 0.6/1,000 vs 0.1/1,000 eritrocitos, en los animales no expuestos (Balode, 1996). Para
el caso especifico de la raza Holstein Friesian, no se tenian antecedentes, pero este
grupo de trabajo encontré en animales Friesian de 9 meses de edad, valores espontaneos
de EMN de 2.6 £ 1.98 /10,000 eritrocitos (promedio y error estandar); valor muy similar al
descrito previamente por Zufiga et al., (1996); sin embargo, en este ultimo trabajo no se
especificd sexo, raza o edad de los bovinos estudiados. Los valores encontrados de EMN
en estos animales, supondria baja eficiencia, como bioindicador de genotoxicos, lo cual
podria mejorar si se trabajara con becerras mas jovenes (Zuhiga et al., 2001). Estos
resultados motivaron a evaluar los valores espontaneos de EMN Yy eritrocitos
policromaticos (EPC) en terneras Holstein Freisan de 24-48 h de edad; de tal manera que
se realizé la toma de muestras de sangre periférica a organismos recién nacidos de
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diferentes razas, como se observa en la tabla 2. Efectivamente, se corroboré que la edad
de los animales determinan los valores de EMN y EPC, y asi se pudo determinar que los
animales mas joévenes presentan los valores mas altos, y como se observa en la tabla 2,
este patron que se repite en terneros de las razas Simmental y Pardo Suizo (Villa, et al.,
2015).

Este fendmeno se ha observado en otras especies, ya que los valores espontaneos de
EMN en sangre periférica de muchas especies, como la rata, ardilla y el humano,
depende de la maduracion del bazo, y éste madura con la edad (Zufiga-Gonzalez et al.,
2001; Batista-Gonzalez et al., 2006).

En el presente estudio se puede observar que la frecuencia de EMN tiende a disminuir
con la edad (tabla 2), lo cual concuerda con lo ya descrito (Zuniga-Gonzalez et al; 2001).
Por tal razén es que se recomienda el uso de animales jovenes, y este trabajo es un
antecedente en investigaciones con vacunos; en donde se puede observar claramente
gue la edad de los bovinos es un factor a considerar en los valores de EMN y de EPC.

Tabla 2. Eritrocitos policromaticos y micronucleados espontaneos en diferentes razas de becerros

Razas n Edad EMN/10,000 ET EPC/1000 ET Referencia

13 9m 1.6+£0.3 0 Este trabajo

Holstein Friesian 13 6m 26+05 0 Este trabajo
5 24-48 h 74+1.0 7.4+23 Villa, et al., 2015
Pardo Suizo 5 24-48 h 7.8+0.7 9.0+ 3.9 Villa, et al., 2015
Simmental 5 24-48 h 6.4+0.7 11.8+4.3 Villa, et al., 2015

n: tamafio de muestra; h: horas; m: meses; EPC: Eritrocitos policromaticos; EMN: micronucleados;
promedio y error estandar.

Efecto genotdxico en larespuestainmune de las vacunas recombinantes de prueba
El objetivo del proyecto de Barba et al., (2013), fue proponer nuevas vacunas
recombinantes para el control de la tuberculosis bovina. Después del disefio de las
vacunas de prueba, se encontraron con la limitacion de la disponibilidad de animales, por
lo que se decidieron los tamafios de muestra reducidos, con el propdsito de evaluar los
grupos controles y experimentales necesarios. Por ello, en el presente trabajo
exploratorio en el que se describe el efecto genotdxico, no fue posible ajustar el tamafio
de muestra éptimo.
Al analizar el efecto genotoxico de las vacunas recombinantes antituberculosas, se
identificd que los valores de EMN fueron menores con efecto dosis respuesta en los
grupos tratados con VR2; esto puede interpretarse como un efecto citoprotector o
antigenotoxico; sin embargo, se deben de tomar estos resultados con cautela, ya que hay
dos puntos a considerar:
- El primero de ellos fue el tamafio de muestra, que, aunque si bien la prueba de MN
es altamente sensible y no se requiere de tamafos de muestra grande; lo ideal seria
haber trabajado con méas de cinco animales por grupo, pero por el costo, tamafo y


http://www.cucba.udg.mx/sites/default/files/adjuntos/xxv_snicyt_20150503_1113.pdf
http://www.cucba.udg.mx/sites/default/files/adjuntos/xxv_snicyt_20150503_1113.pdf
https://doi.org/10.1016/S1383-5718(01)00180-2
https://doi.org/10.1016/S1383-5718(01)00180-2
https://www.medigraphic.com/cgi-bin/new/resumenI.cgi?IDARTICULO=13813
https://doi.org/10.1016/S1383-5718(01)00180-2
http://www.cucba.udg.mx/sites/default/files/adjuntos/xxv_snicyt_20150503_1113.pdf
http://www.cucba.udg.mx/sites/default/files/adjuntos/xxv_snicyt_20150503_1113.pdf
http://www.cucba.udg.mx/sites/default/files/adjuntos/xxv_snicyt_20150503_1113.pdf
https://www.researchgate.net/publication/251231209_A_DNA_vaccine_containing_PPE68_induces_humoral_response_in_cattle

ABANICO VETERINARIO ISSN 2448-6132 abanicoacademico.mx/revistasabanico/index.php/abanico-veterinario

edad de estos animales, solo se tuvo disponibilidad a dos o tres becerras por grupo;
y esto pudo haber sesgando los resultados.

- El segundo punto es que para determinar genotoxicidad mediante la prueba de
micronucleos en eritrocitos de sangre periférica, se debe considerar la actividad
mitética de la médula 6sea, la cual se evalia mediante la presencia o ausencia de
EPC en sangre periférica. Los EPC son eritrocitos jévenes que tienen como maximo
24 h de haber salido a circulacion; esto debido a que la formacion de MN se lleva a
cabo durante la etapa de anafase —telofase de la division celular; y si ésta no ocurre,
los MN no pueden formarse. Sin embargo, si hay division celular en médula 6sea
(mieloproliferacion), se podra observar sin dificultad alguna el efecto
micronucleogénico o genotoéxico de las substancias de prueba; en oposicidn; si éste
ultimo, inhibe la division celular (mielodepresion); esto es, si hay citotoxicidad,
entonces no sera posible observar el incremento de EMN en sangre periférica (efecto
genotoxico).

- Por tanto, volviendo a la figura 3, donde se observa que los valores de EMN en los
grupos VR2 y VR1+VR2 es menor que en el grupo CSS (P=0.02); lo que en realidad
pudo haber ocurrido, es que el uso de la VR2 esta afectando de manera importante
la medula ésea de las becerras, al punto de haber inducido mielodepresion por la
actividad inmunoldgica generada. Sin embargo, en este estudio no se tiene manera
de corroborar este efecto mediante la técnica clasica, por cuantificacion de eritrocitos
policromaticos en sangre periférica, ya que las becerras con edad promedio de 6 a 9
meses, no presentan este tipo de células (tabla 2).

Barba et al., (2013), paralelamente demostraron que la vacuna de ADN pVAX1-PPEG6G8

(VR2) construida y evaluada en bovinos Holstein Freisan, indujo la produccion de

citocinas IFN-y (proteinas producidas por los inmunocitos; en respuesta a un antigeno,

generalmente viral) en animales vacunados por encima de los niveles de fondo, pero fue
capaz de inducir la produccién de anticuerpos dirigidos contra proteinas que reaccionan
de forma cruzada en extractos celulares completos de M. bovis BCG; a diferencia de la
vacuna recombinante pVAX1-PE11 (VR1), la cual no indujo respuesta inmune mediada

por IFN-y, al menos a niveles detectables por el kit comercial utilizado (Barba et al., 2013).

Entonces, dicho de otra manera, sélo la vacuna VR2 produjo respuesta inmune y ademas

modificacion en la frecuencia de células micronucleadas (solo la vacuna VR2 tuvo efecto

sobre este biomarcador); incluso cuando la dosis administrada fue por la mitad, la
respuesta fue 50 %, menos en relacion al grupo tratado con solucién salina (CSS), como
se observa en la figura 3. Lo que indica que la VR2, produce efecto sobre médula 0sea,

a tal grado que repercute en la formaciéon de EMN. De esto se desprende que lo mas

probable es que la actividad inmunoldgica inducida por la vacuna VR2, también causa

mielodepresion.

Este estudio, si bien preliminar; ademas de haber mostrado efecto dosis respuesta de las
vacunas recombinantes antituberculosa, también abre una gran interrogante, ¢las
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vacunas recombinantes antituberculosas pueden tener como efecto secundario la
mielodepresién? Es de destacar que la versatilidad de la prueba de micronucleos en
eritrocitos de sangre periférica, también permite evaluar el efecto mielodepresivo de
vacunas recombinantes.

CONCLUSIONES

En este trabajo, aunque preliminar, arrojo resultados muy valiosos, se detectd efecto
dosis respuesta de VR2 en la formacion EMN; sin embargo, los resultados podrian estar
enmascarados por posible mielodepresion (citotoxicidad), efecto que no se corroboré,
debido a que los bovinos a esta edad promedio de 9 meses ya no presentan eritrocitos
policromaticos en sangre periférica; se sugiere trabajar con bovinos de menos de un mes
de nacidos y mayor numero de animales. Estos hallazgos motivan a continuar
investigando sobre la induccién de la inestabilidad genémica y citotoxicidad de las
vacunas en general, y en particular las antiberculosas, ya que se desconoce su rol en
medula 6seay en la integridad del material genético, tanto en organismos experimentales
como de granja.

LITERATURA CITADA

BALODE Z. 1996. Assessment of radio-frequency electromagnetic radiation by the
micronucleus test in Bovine peripheral erythrocytes. Science of the Total Environment.
180(1): 81-85. https://doi.org/10.1016/0048-9697(95)04923-1

BARBA J, Flores-Valdez MA, Aceves-Sanchez MJ, Pacheco-Gallardo C, Alvarez AH,
Gonzalez-Aguilar D. 2013. A DNA Vaccine Containing PPE68 Induces Humoral
Response in Cattle. Intern J Appl Res Vet Med. 11 (2):96-99.
https://www.researchgate.net/publication/251231209 A DNA vaccine_containing_PPE
68_induces_humoral_response_in_cattle

BATISTA GC, Corona RR, Gémez MBC, Zamora PAL, Ramos IML, Zufiiga G. 2006.
Micronucleated erythrocytes in preterm newborns in relation to maternal pathology. Rev
Biomed. 17: 11-16. https://www.medigraphic.com/pdfs/revbio/bio-2006/bio061c.pdf

CARRIOSA UJ, Flores VE, Gutiérrez RJA, Juarez LNO. 2015. Evaluacién del grado de
concordancia entre los resultados del examen histopatolégico y del cultivo bacteriolégico
en el diagnostico de tuberculosis bovina en México. Veterinaria México OA. 2(3): 1-12.
ISSN: 2448-6760. http://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2448-
67602015000300002

CASTANEDA-Yslas JI, Arellano-Garcia ME, Garcia-Zarate MA, Balam Ruiz-Ruiz B,
Zavala-Cerna MG, Torres-Bugarin O. 2016. Biomonitoring with micronuclei test in buccal

11


https://doi.org/10.1016/0048-9697(95)04923-1
https://www.medigraphic.com/pdfs/revbio/bio-2006/bio061c.pdf
http://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2448-67602015000300002
http://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2448-67602015000300002

ABANICO VETERINARIO ISSN 2448-6132 abanicoacademico.mx/revistasabanico/index.php/abanico-veterinario

cells of female farmers and children exposed to pesticides of Maneadero Agricultural
Valley, Baja  California, México. Journal of  Toxicology. 2016:1-8.
https://doi.org/10.1155/2016/7934257

CEDANO DA, Martinez GS, Escalera VF, Salgado MS, Carrillo DF, Macias CH, Pefia PB.
2012. La prueba de micronucleos en sangre como bioindicador de genotéxicos. Abanico
Veterinario. 2(2):43-52. https://www.medigraphic.com/cgi-
bin/new/resumen.cgi?IDARTICULO=44884

CORDERO CAM, Gil PR, Gil de MA. 2013. Actualizacién de las nuevas vacunas frente a
la tuberculosis. Medicina respiratoria. 6(1):45-52.
http://www.neumologiaysalud.es/descargas/R6/R6-6.pdf

CRISTALDI M, Leardi LA, Udroui I, Zilli R. 2004. Comparative evaluation of background
micronucleus frequencies in domestic mammals. Mutat Res. 559:1-9.
https://doi.org/10.1016/j.mrgentox.2003.10.021

DAUGELAT S, Kowall J, Mattow J, Bumann D, Winter R, Hurwitz R, Kaufmann SH.
2003.The RD1 proteins of Mycobacterium tuberculosis: expression in Mycobacterium
smegmatis and biochemical characterization. Microbes Infect. 5(12):1082-95.
https://doi.org/10.1016/S1286-4579(03)00205-3

FLORES SHO. 2012. Prevalencia y pérdidas econémicas provocadas por tuberculosis
bovina (Mycobacterium bovis) en una planta faenadora de la Region de Los Lagos, 2006
—2010. Boletin Veterinario Oficial. 14: 1-16.
https://www2.sag.gob.cl/Pecuaria/bvo/BVO_15 | semestre_2012/articulos_PDF/region
es/prevalencia_TB_tesis_HFlores.pdf

FONTALVO RIVERA D, Gbmez Camargo D. 2015. Genes del Mycobacterium
tuberculosis involucrados en la patogenicidad y resistencia a antibiéticos durante la
tuberculosis pulmonar y extrapulmonar. MED.UIS. 28(1):39-51.
http://www.scielo.org.co/pdf/muis/v28n1/v28n1a04.pdf

GOODING MR, Brook RK. 2014. Modeling and mitigating winter hay bale damage by elk
in a low prevalence bovine tuberculosis endemic zone. Preventive Veterinary Medicine.
114(2):123-131. https://doi.org/10.1016/j.prevetmed.2014.01.005

GRANGE JM. 2001. Mycobacterium bovis infection in human beings. Tuberculosis. 81(1-
2). 71-77. https://doi.org/10.1054/tube.2000.0263

12


https://doi.org/10.1155/2016/7934257
https://www.medigraphic.com/cgi-bin/new/resumen.cgi?IDARTICULO=44884
https://www.medigraphic.com/cgi-bin/new/resumen.cgi?IDARTICULO=44884
http://www.neumologiaysalud.es/descargas/R6/R6-6.pdf
https://doi.org/10.1016/j.mrgentox.2003.10.021
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14554249
https://doi.org/10.1016/S1286-4579(03)00205-3
https://www2.sag.gob.cl/Pecuaria/bvo/BVO_15_I_semestre_2012/articulos_PDF/regiones/prevalencia_TB_tesis_HFlores.pdf
https://www2.sag.gob.cl/Pecuaria/bvo/BVO_15_I_semestre_2012/articulos_PDF/regiones/prevalencia_TB_tesis_HFlores.pdf
http://www.scielo.org.co/pdf/muis/v28n1/v28n1a04.pdf
https://doi.org/10.1016/j.prevetmed.2014.01.005
https://doi.org/10.1054/tube.2000.0263

ABANICO VETERINARIO ISSN 2448-6132 abanicoacademico.mx/revistasabanico/index.php/abanico-veterinario

HAYASHI M, Morita T, Kodama Y, Sofuni T, Ishidate Jr M. 1990. The micronucleus assay
with mouse peripheral blood reticulocytes using acridine orange-coated slides. Mutation
Research Letters. 245(4):245-249. https://doi.org/10.1016/0165-7992(90)90153-B

HERRERA LE, Estrada CC, Diaz MDM, Huitron NG. Femat FAR. 2008. Oportunidades
para modelar y controlar enfermedades que afecta al ganado bovino en México.
https://repositorio.ipicyt.edu.mx/handle/11627/3417

HIGAREDA-de Sales LG, Ramirez CFJ, Razo IF. Milian SF, Aguilar TG, Herrera-RSE.
2015. Potencial presencia de tuberculosis zoondética en la region Altos Sur de Jalisco,
México. Rev Sal Jal. 2(1):25-29. https://www.medigraphic.com/cgi-
bin/new/resumen.cgi?IDARTICULO=77291

HIMSWORTH CG, Elkin BT, Nishi JS, Tasha Epp T, Lyashchenko KP, Om Surujballi O,
Turcotte C, Esfandiari J, Greenwald R, Leighton FA. 2010. Comparison of test
performance and evaluation of novel immunoassays for tuberculosis in a captive herd of
Wood bison naturally infected with Mycobacterium bovis. Journal of Wildlife Diseases.
46(1): 78-86. https://doi.org/10.7589/0090-3558-46.1.78

MARTINEZ JC, Llerena C, Valbuena YA. Importancia de Investigar Mycobacterium bovis
en muestras clinicas de procedencia humana. 2019. Biomédica, Revista del Instituto
Nacional de Salud. 39 (Sp 1). https://doi.org/10.7705/biomedica.v39i2.4358

NOM-062-Z00-1999, NORMA Oficial Mexicana. Especificaciones técnicas para la
produccién, cuidado y wuso de los animales de laboratorio. 1999.
http://www.ibt.unam.mx/computo/pdfs/bioterio. NOM-062.pdf

OCDE (Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmicos). Guia para el
cuidado y uso de los animales de laboratorio. Edicion Mexicana auspiciada por la
Academia Nacional De Medicina.1999. Copyright National Academy Press, Washington,
D.C. 19962019. https://www.uss.cl/wp-content/uploads/2014/12/Gui%CC%81la-para-el-
Cuidado-y-Uso-de-los-Animales-de-Laboratorio.pdf

OIE (Organizacion Mundial de Sanidad Animal, proteger a los animales, preservar
nuestro futuro) 2020. Tuberculosis bovina. https://www.oie.int/es/sanidad-animal-en-el-
mundo/enfermedades-de-los-animales/tuberculosis-bovina.

ORTIZ MEP. 2015. Tuberculosis bovina: un problema aun sin resolver. CIBA Revista

Iberoamericana de las Ciencias Biologicas y Agropecuarias. 4(8):162-169.
https://doi.org/10.23913/ciba.v4i8.32. http://ciba.org.mx/index.php/CIBA/article/view/32

13


https://doi.org/10.1016/0165-7992(90)90153-B
https://repositorio.ipicyt.edu.mx/handle/11627/3417
https://www.medigraphic.com/cgi-bin/new/resumen.cgi?IDARTICULO=77291
https://www.medigraphic.com/cgi-bin/new/resumen.cgi?IDARTICULO=77291
https://doi.org/10.7589/0090-3558-46.1.78
https://doi.org/10.7705/biomedica.v39i2.4358
https://www.uss.cl/wp-content/uploads/2014/12/Gui%CC%81a-para-el-Cuidado-y-Uso-de-los-Animales-de-Laboratorio.pdf
https://www.uss.cl/wp-content/uploads/2014/12/Gui%CC%81a-para-el-Cuidado-y-Uso-de-los-Animales-de-Laboratorio.pdf
https://www.oie.int/es/sanidad-animal-en-el-mundo/enfermedades-de-los-animales/tuberculosis-bovina
https://www.oie.int/es/sanidad-animal-en-el-mundo/enfermedades-de-los-animales/tuberculosis-bovina
https://www.researchgate.net/deref/http%3A%2F%2Fdx.doi.org%2F10.23913%2Fciba.v4i8.32?_sg%5B0%5D=lyCIvSrmvh786ZgcT8rnpuc9f7YUtFyWrLE1mAb5An5WKDcz6escqO4cLRf95_xgCwLmJ12w1qyWlU2DbVAPCBHeUQ.5ojimsJRfhyh_uK1uJTUTZ5rgsA9AAZ5jJCQjOsIJsJqMBQtC6G8f3eOTho4w3trDhwBeeDijpGNl93-Q7QtRQ
http://ciba.org.mx/index.php/CIBA/article/view/32

ABANICO VETERINARIO ISSN 2448-6132 abanicoacademico.mx/revistasabanico/index.php/abanico-veterinario

PRONABIVE (Productora Nacional de Bioldgicos Veterinarios, Gobierno de México).
2018. Tuberculosis bovina en México.
https://www.gob.mx/pronabive/articulos/tuberculosis-bovina-en-mexico

TORRES-Bugarin O, Ramos IML, Ruiz BS, Flores GA, Zavala MG. 2015. La Prueba de
micronucleos: Biomarcador de contaminacion genotdxica, mutagénica y/o teratogénica.
En: Botello AV, Paez-Osuna F, Mendez-Rodriguez L, Betancourt-Lozano, M, Alvarez-
Borrego S, Lara-Lara R. Ed. Pacifico Mexicano. Contaminacion e impacto ambiental:
diagnéstico y tendencias. UAC, UNAM-ICMYL, CIAD-Mazatlan, CIBNOR, CICESE,
México. Pp. 819-848. ISBN: 978-607-7887-94-2

VAN DER HEIJDEN EMDL, Chileshe, Vernooij JJCM, Gortazar C, Juste RA, Seuvilla I,
Crafford JE, Rutten VPMG, Miche AL. 2017. Immune response profiles of calves following
vaccination with live BCG and inactivated Mycobacterium bovis vaccine candidates. PLoS
ONE. 12(11):1-20. e0188448. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0188448

VILLA CASTELLANOS JS, Ramos-lbarra ML, Barba Le6n J, Mario Flores Valdez M,
Torres-Bugarin O. 2015. Frecuencia de eritrocitos micronucleados en becerras expuestas
a vacunas recombinantes y en terneros no expuestos al biolégico. En Carvajal S, Garcia
Sahagun ML. Progreso en las Ciencias Bioldgico - Agropecuarias 2014. Editorial
Universidad de Guadalajara. Pp. 129.
http://www.cucba.udg.mx/sites/default/files//adjuntos/xxv_snicyt 20150503 1113.pdf

ZUNIGA G, Torres-Bugarin O, Ramirez-Mufioz MP, Ramos A, Fanti-Rodriguez E, Portilla
E, Garcia-Martinez D, Canta JM, Gallegos-Arreola MP, Sanchez-Corona J. 1996.
Spontaneous micronuclei in peripheral blood erythrocytes from 35 mammalian species.
Mutation Research/Genetic Toxicology and Enviromental Mutagenesis. 369:123-127.
https://doi.org/10.1016/S0165-1218(96)90056-7

ZUNIGA-GONZALEZ G, Torres-Bugarin O, Zamora-Peréz A, Gdmez-Meda BC, Ramos-
Ibarra ML, Martinez-Gonzalez S, Gonzalez-Rodriguez A, Luna-Aguirre J, Ramos-Mora A,
Ontiveros-Lira D, Gallegos-Arreola MP. 2001. Differences in the number of
micronucleated erythrocytes among young and adult animals including humans.
Spontaneous micronuclei in 43 species. Mutation Research. 494:161-67.
https://doi.org/10.1016/S1383-5718(01)00180-2

14


https://www.gob.mx/pronabive/articulos/tuberculosis-bovina-en-mexico
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0188448
http://www.cucba.udg.mx/sites/default/files/adjuntos/xxv_snicyt_20150503_1113.pdf
https://doi.org/10.1016/S0165-1218(96)90056-7
https://doi.org/10.1016/S1383-5718(01)00180-2

