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RESUMO

A vacina BCG (Bacillus Calmette-Guérin) para o controle da tuberculose bovina tem eficacia variavel e é
necessaria a geragao e teste de novas vacinas. Por esse motivo, foi realizado um estudo exploratério para
avaliar a genotoxicidade de duas vacinas em potencial, tuberculose bovina recombinante em bezerros da
ragca Holstein Freisan com idade média de 9 meses, utilizando eritrocitos micronucleados (EMN). Foram
formados 5 grupos: 1) Solucdo salina, 2) O vetor pVAX1 (Vetor sem inserto), CV), 3) Vacina Mycobacterium
bovis (M. bovis) tipo 1 (PE11 [VR1]), 4) Vacina M. bovis tipo 2 (PPE68 [VR2]), 5) Ambas as vacinas
(VR1+VR2). Foram coletadas 5 amostras de sangue de cada organismo: a primeira antes do tratamento,
a segunda para a quarta amostra a cada 24 horas e a quinta 90 dias ap0s o tratamento. As amostras foram
analisadas com microscopia e contados EMN/10.000 eritrécitos. As frequéncias das EMN diminuiram com
aidade (Kruskall Wallis, 95%). Ao analisar os tratamentos com relagédo ao controle, identificou-se um menor
valor de EMN nos grupos VR2 e VR1+VR2 (P=0,02). Esses resultados parecem ter um efeito citoprotetor,
no entanto, pode ser um efeito mielossupressor mascarado (citotdéxico), uma vez que a frequéncia de MND
diminui devido & mielossupresséo. Para confirmar a citotoxicidade, sugere-se continuar o estudo em
organismos mais jovens.

Palavras-chave: vacina contra genotoxicidade, micronucleos, bovinos e tuberculose recombinante.

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 (MNE). Five
treatments were analyzed: 1) Saline solution, 2) pVAX1 vector (CV), 3) Micobacterium bovis (Mv) type 1
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vaccine (PE11 [VR1]), 4) type 2 (Mv) vaccine (PPE68 [VR2]) and 5) both VR1 & VR2 vaccines. Five blood
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 MNE/10,000 total erythrocytes. We observed a decrease at MNE, 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.

INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial da Saude indica que a tuberculose bovina € uma doenca
infecciosa bacteriana cronica zoondtica de alta morbimortalidade e é endémica nos
paises em desenvolvimento; especificamente no México, prevalece em todo o pais (OIE,
2020; PRONABIVE, 2015), onde é provavel que a transmissdo natural do gado seja
favorecida (Van der Heijden et al., 2017). A doenca produz grandes perdas econémicas
devido a diminuicdo da populacdo de gado e leite; portanto, exige constante controle e
prevencéao (Flores, 2012; Gooding y Brook, 2014; Ortiz, 2015; OIE, 2020). Mycobacterium
bovis (M. bovis) e M. tuberculosis sdo a causa da tuberculose. Esta doenca forma nédulos
ou tubérculos nos ganglios linfaticos e em varios tecidos, de onde surge seu nome
(Carriosa et al., 2015; Martinez et al., 2019).

Os sinais clinicos podem ser subagudos ou crbnicos; a taxa progressiva € variavel; em
alguns animais as bactérias permanecem dormentes ou levam anos para se-manifestar;
enguanto em outros, eles podem ser seriamente afetados em pouco tempo, e € por isso
que deve ser notificado de acordo com o Codigo de Saude dos Animais Terrestres (OIE,
2020). E transmitida pelo contato com individuos ou tecidos infectados, pela ingestéo de
alimentos ou fluidos corporais contaminados (OIE, 2020; Herrera et al., 2008; Higareda-
de Sales et al., 2015; Himsworth et al., 2010; Grange, 2001).

Uma proposta para erradicar a doenca € a vacinac¢ao, cujo objetivo € melhorar a resposta
imune a tuberculose, reduzir a incidéncia de doenca ativa; além de protecdo mais duravel,
maior eficacia e seguranca, aplicabilidade a qualquer populagdo e compatibilidade com
o restante do cronograma de vacinagéo; bem como baixo custo (Barba et al., 2013).

Por sua vez, o teste de micronucleo (MN) detecta a perda de fragmentos ou
cromossomos completos durante a mitose e, no sangue periférico, € uma excelente
ferramenta barata, altamente sensivel e informativa que n&o requer amostras grandes
para avaliar possiveis danos ao material DNA. Além disso, os modelos in vivo tém a
caracteristica de transformar substancias, onde foi descrito que muitos de seus
metabdlitos podem se tornar mais tOxicos que o composto original; assim como a

resposta imune pode ser avaliada através da ativagcdo da medula 6ssea ou da
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mielossupressao (Cristaldi, 2004; Cedano et al., 2012; Torres-Bugarin et al., 2015;
Castaneda et al., 2016).

Por mais de 100 anos, a vacina BCG (Calmette-Guérin bacillus), derivada de uma cepa
atenuada de M. bovis, tem sido usada; chamado bacilo Calmette-Guérin, para a
prevencao da tuberculose bovina. Esta vacina tem eficacia variavel (Cordero et al., 2013).
Portanto, é prioritario trabalhar na geracdo de novas vacinas, com base em novos
conhecimentos sobre o genoma de M. tuberculosis e M. bovis, juntamente com sua
resposta imune (Cordero et al., 2013; Van der Heijden et al., 2017).

Novas estratégias na geragcdo de vacinas, como as do tipo DNA, sdo ferramentas que
podem ser avaliadas e exploradas para a prevencédo da tuberculose bovina. A esse
respeito, foi relatado que bovinos vacinados com uma variante de DNA recombinante
(rDNA), que codifica os antigenos 85B, MPT64 e MPT83, melhoram a resposta imune e
diminuem a carga de antigeno. Portanto, Barba, et al., (2013) avaliaram a eficacia de
vacinas de rDNA usando outros tipos de antigenos de M. bovis; para isso, eles clonaram
0s genes gue codificam as proteinas PE11 e PPE68, no vetor de expressao eucariotico
pVAXL1. Para fazer isso, eles construiram a vacina de DNA, com base num vetor de
expressao eucaridtica (pVAX1, Invitrogen, EUA), a partir do qual produziram proteinas
PE11 e PPEG68 codificadas num gene presente em RD1, uma regido ausente do M. bovis
BCG, uma cepa comumente usada como vacina em humanos e em modelos bovinos
experimentais.

Essa cepa contribui para a reatividade cruzada e confusdo entre animais vacinados e
infectados, quando testados. Eles usaram pVAX1-PPE68 e PE11 para vacinar bovinos
da raca Holstein e para determinar sua capacidade de induzir a producdo de IFN-g in
vitro, além de gerar anticorpos em animais vacinados.

RD1 é uma secao de 9,5 kb de DNA chamada regido de excluséo 1, esta presente em
cepas virulentas de M. tuberculosis, mas é removida em todas as cepas atenuadas da
vacina M. bovis BCG. Essa regido codifica pelo menos nove genes. Alguns ou todos os
produtos do gene RD1 podem estar envolvidos na viruléncia e patogénese (Daugelat, et
al., 2003).

Embora a construcéo de novas vacinas seja necessaria, também é essencial que esses
novos tratamentos passem por um processo de avaliacdo, tanto de sua eficacia
terapéutica quanto de possiveis efeitos téxicos ou genotoxicos, a curto ou longo prazo.
Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a genotoxicidade de vacinas
recombinantes contra tuberculose desenvolvidas por Barba, et al., (2013) em bezerros
da raca Holstein Friesian (Bos taurus).

MATERIAL E METODOS
Tipo de estudo
Experimental, observacional, longitudinal, comparativo. Com o numero de registro
CINV.020/15, perante a Coordenacéo de Pesquisa do Centro Universitario de Ciéncias
Bioldgicas e Agricolas da Universidade de Guadalajara, Jalisco, México.
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Organismos

Trabalhamos com 13 bezerros Holstein Friesian (Bos taurus) saudaveis, com idade
média de 9 meses, da fazenda Production Cofradia, Universidade de Guadalajara,
Jalisco, México.

Na pesquisa biomédica, trabalhar com animais de uso raro representa dificuldades, tais
como: tamanho e numero ideais de animais, aléem de manutencdo e cuidados. Como
ressalta a OCDE, os bovinos sdo um tipo de uso raro em pesquisas biomédicas; devido
a ética, metodologia e alto custo, o principio do uso do nimero minimo de animais deve
ser respeitado. No caso particular em que o estudo foi realizado, ndo foi possivel utilizar
o numero ideal de bezerros, devido a logistica de cuidados, alojamento e alimentacao
(OCDE, 1999).

Grupos de estudo

Foram formados cinco grupos, nos quais uma dose de 1,0 mL foi administrada por via
intramuscular, de um dos seguintes compostos:

0 Grupo 1) [n=3] Controle Solugéo salina estéril a 0,9% (p/v) (CSS).

[0 Grupo 2) [n=2] Controle vetorial sem inserto pVAX1 (CV).

0 Grupo 3) [n=3] Vacina recombinante codificada para PE11: plasmideo 0,5 mg/mL M.
bovis (VR1).

0 Grupo 4) [n=3] Vacina recombinante codificada para PPE68: plasmideo M. bovis 0,5
mg/mL (VR2).

0 Grupo 5) (n=2] VR1+VR2 (PE11: 0,25 mg/mL+PPEG68: 0,25 mg/mL).

Caracteristicas das vacinas recombinantes
0 Vetor pVAX1 (Invitrogen Thermo Fisher Scientific N° Cat. V26020)
Este vetor foi projetado de acordo com as diretrizes da FDA, as sequéncias de DNA
eucariotico sdo limitadas as necesséarias para a expressao, a fim de minimizar a
possibilidade de integragcdo cromoss6mica (Barba et al., 2013).
[J Preparacgao de vacinas PE11 e PPE6GS
Estes foram preparados no Centro Estadual de Pesquisa e Assisténcia em Tecnologia e
Design de Jalisco (CIATEJ), onde as regides codificadoras dos genes PE11 e PPE6G8
foram amplificadas a partir do DNA gendmico de M. bovis; por reacdo em cadeia da
polimerase com oligonucleotideos, especificos e expressamente projetados para este
projeto. A identidade e a fidelidade da sequéncia amplificada foram verificadas por
restricdo com endonucleases do tipo Il (Xbal e Hindlll) e sequenciamento. Estes foram
entdo inseridos no vetor de expressédo eucaridtico pVAX1. O DNA do plasmideo foi
purificado usando um kit comercial Quiagen Plasmid Plus Midi (Barba et al., 2013).

71 Proteins proteinas PE11 e PPE68
Essas familias de proteinas de estrutura globular sdo aquelas que conferem maior
variabilidade ao M. tuberculosis. A proteina PE11 (motivos de &cido prolina-glutamico no

4


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.researchgate.net/publication/251231209_A_DNA_vaccine_containing_PPE68_induces_humoral_response_in_cattle
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

nivel do terminal N) é caracterizada por ser rica em prolina e acido glutamico, e a proteina
PPEG68 (prolina, prolina, acido glutamico) é definida por repeticbes em tandem (MPTRS)
(Fontalvo Riveray Gémez Camargo, 2015).

[J Geracao de vacinas recombinantes

Os plasmideos recombinantes transformados em Escherichia coli DH5a e contendo as
proteinas PE11 ou PPEG68 foram obtidos por meio do kit comercial Quiagen Plasmid Plus
Maxi e misturados com solugéo salina isotnica (SSI); até ajustado para um volume de
0,5 mL, com uma concentracéo de 500 pg/mL (vacina administrada). Os genes PE11l e
PPEG8 foram amplificados por PCR, com a ajuda da enzima Phusion de alta fidelidade
(Finnizymes, EUA) e o DNA gendmico de M. bovis AN5 como modelo, e o par de
MbPPEG68-5FH3 (5) -GGAGAAGCTTGTCACCATGCTGTGG-3) + MbPPE683RXb3RXb
(5"-GATCCGCTCTAGATTACCTGCCTCCTG-3").

Os produtos de PCR foram digeridos com Hindlll e Xbal (New England Biolabs, EUA) e
depois ligados ao vetor pVAX1, utilizando os mesmos locais de restricdo. A clonagem foi
confirmada por digestdo com restricdo e a razdo entre identidade e fidelidade do gene
inserido e, em seguida, verificada por sequenciamento realizado no Laboratério de
Genbmica para Biodiversidade (LANGEBIO, Cinvestav Irapuato, México). A expressao
de genes clonados no pVAX1 depende do seu promotor do CMV, bem como das
sequéncias Kozak e ATG que séo incorporadas nos iniciadores, dada a sua auséncia no
pVAX1; como apontado por Barba e seus colaboradores (Barba et al., 2013).

Coleta e processamento de amostras

Amostras de sangue periférico foram coletadas de cada bezerro, a primeira antes do
tratamento; do 2° ao 4° a cada 24 horas e o ultimo apés 90 dias. A amostra foi retirada
da jugular, pela puncdo com agulha nimero 18 e foram realizados dois esfregacos por
amostra, que foram deixados secar ao ar livre e fixados em etanol a 96% por 10 minutos.
O segundo esfregaco foi para fins de backup. Posteriormente, foram corados com laranja
de acridina, coloracéo especifica para acidos nucléicos (Hayashi, 1990) e mantidos até
sua analise em caixas para manté-los livres de poeira e exposicao a luz (Torres-Bugarin
et al., 2015).

Anélise da amostra

O técnico responsavel pela analise das amostras desconhecia as informacfes a elas
relacionadas, que por amostra continham 10.000 eritrocitos totais (ET), para identificar
os valores dos eritrocitos micronucleados (EMN), através de um microscopio equipado
com fluorescéncia (marca Zeiss®) sob objetivo 100X. Foi considerado EMN quando
apresentava em seu citoplasma uma estrutura pequena, redonda ou oval, bem definida
com uma cor amarela brilhante (tom caracteristico do DNA devido a coloracdo com
acridina laranja, especifica para acidos nucléicos), e que ao focalizar e desfoque o
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objetivo, ele esta no mesmo plano da célula; como visto na figura 1 (Torres-Bugarin et
al., 2015).

Figura 1. Esfregaco de sangue periférico. Eritrocito normocromatico micronucleado (EMN). Mancha
de acridina laranja. Microscépio Binocular Carl Zeiss Mod. Axioscope A1® IVFL Filtro de Fluorescéncia de
450 a 490 nandmetros, Camera Axiocam MRc3 Revl, Objetivo Planocromatico 100x/1,25. Imagem
capturada com 1.000 amplia¢des reais.

Andlise estatistica

Para a comparacédo dos valores de EMN, foram realizadas avaliagGes prévias dos indices
de viés, curtose e homoscedasticidade, para discriminar entre o uso de ANOVA ou
Kruskal Wallis e prosseguir com a analise. O valor de P <0,05 foi considerado significativo
e, se apropriado, foram realizados testes de LSD para localizar grupos homogéneos. O
programa STATGRAPHICS™ Centurion, ver. 15 (StatPoint, EUA).

Considerac0es éticas

Todos os animais foram tratados de acordo com os procedimentos estabelecidos pelo
PADRAO Oficial Mexicano NOM-062-ZO0-1999, especificacdes técnicas para a
producéo, cuidados e uso de animais de laborat6rio (NOM-062-Z00-1999; OCDE, 1999).

RESULTADOS
A Tabela 1 mostra o tamanho da amostra, os valores individuais e médios e 0s erros
padrdao dos valores da linha de base do EMN, Cabe ressaltar que VR2 e VR1+VR2
apresentaram frequéncia de EMNs com efeito dose-resposta (P=0,02, Kruskal Wallis).
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Tabela 1. Valores de eritrécitos micronucleados de sangue periférico (EMNs) em bezerros daraca
Holstein expostos a vacinas de teste recombinantes ao longo do tempo

EMN/10.000 valores de eritrocitos totais

Amostragem

CSS, (n=3) CV, (n=2) VR1,(n=3) VR2, (n=3) VR1+VR2, (n=2)
ValorlzlsaBlasais 26+1.98 [n=13]
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
Dia 4 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
Promédio geral 24+0.3 1.4+0.2 25+05 1.3+0.2 20+0.3

Valores individuais e média + erro padrdo sdo mostrados. EMN: eritr6citos micronucleados; CSS: solugédo salina de
controle; CV: controle de veiculo; VR1: vacina recombinante (PE-11); VR2: vacina recombinante (PPE-68);
VR1+VR2: vacina recombinante (PE-11+PPE-68); n: tamanho da amostra.

Ao analisar os valores de MND de todos os organismos nos diferentes grupos e dias de
amostragem, identificou-se que os dados ndo atendem ao principio de variancias e
normalidade homogéneas; portanto, foi aplicado o teste de Kruskal Wallis, com o qual se
constatou que os valores de EMN mostram aparente diminuicdo ao longo do tempo, mas
sem significancia estatistica (P = 0,70), (Figura 2).
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Figura 2. Valores de eritrocitos micronucleados (EMN/10.000 eritrécitos) no sangue periférico de
bezerros Holstein Freisan nos diferentes grupos de estudo e amostrados em dias diferentes. Os
graficos mostram erro médio e padrao.

Na tabela 1 e figura 3, pode ser observado o efeito da resposta a dose (P=0,02, Kruskal
Wallis) nas frequéncias de EMN da aplicacdo VR2. Além disso, deve-se notar que 0s
grupos CSS e VR1, bem como os grupos CV e VR2, se comportam de maneira muito
semelhante (P> 0,05); enquanto o grupo VR1+VR2 apresenta valores intermediarios de
EMN entre VR1 e VR2 (P> 0,05), veja a figura 3.
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EMN

Css cv VR1 VR2 VR1+VR2

Iratamento
Figura 3. Valores dos eritrécitos micronucleados no sangue periférico (EMN/10.000 ET) de bezerros
Holstein Freisan tratados. CSS: Salina, CV: Vetor sem inserto (pVAX1), VR1: Vacina recombinante
codificada para PE1l (PE11/0,5 mg/mL plasmideo Micobacterium bovis (M. bovis), VR2: Vacina
recombinante codificada para PPE68 (PPE68/0,5 mg/mL de plasmideo M. bovis, VR1+VR2 (PE11/0,25
mg/mL+PPE68/0,25 mg/mL) Os dados mostram erros médios e padrao CV, VR2 e VR1+VR2 vs CSS (P=0.
02, Kruskal Wallis)*.

DISCUSSAO

A raca vacinal Holstein Freisan como bioindicadora de genotoxicidade

Antes de avaliar a genotoxicidade de um agente por meio do teste de MN no sangue
periférico num organismo que nao foi testado como bioindicador de agentes genotoxicos,
os valores espontaneos da referida espécie devem estar disponiveis (Zuniga-Gonzalez
et al., 2001). Na situacdo especifica do gado, o valor espontaneo de EMN/10.000
eritrocitos descrito é de 2,4+1,7 (erro médio e padrdo) (Zufiga et al., 1996); e estudos
experimentais de agentes genotoxicos sdo escassos. Foi encontrada apenas uma
investigagdo que descreve o comportamento da raga Latvian Brown adulta, exposta a
radiacdo eletromagnética, e observa-se que os valores de EMN foram 0,6/1.000 vs.
0,1/1.000 eritrocitos, nos animais ndao expostos (Balode, 1996). Para o caso especifico
da raca Holstein Friesian, ndo havia histérico, mas este grupo de trabalho encontrou
valores EMN espontaneos de 2,6+1,98/10.000 eritrocitos (erro médio e padrdo) em
animais friesianos de 9 meses de idade; valor muito semelhante ao descrito
anteriormente por Zufiga et al., (1996); no entanto, neste Ultimo estudo, 0 sexo, raca ou
idade do gado estudado n&o foi especificado. Os valores de EMN encontrados nesses
animais supunham baixa eficiéncia, como bioindicadora de agentes genotdxicos, o que
pode melhorar se trabalhar com bezerros mais jovens (Zufiga et al., 2001). Esses
resultados motivaram a avaliagcdo dos valores espontaneos das EMN e dos eritrocitos
policromaticos (EPC) em bezerros da raca Holstein Freisan com idade entre 24 e 48
horas; de tal maneira que as amostras de sangue periférico foram coletadas de
organismos recém-nascidos de diferentes racas, conforme observado na Tabela 2. De
fato, foi confirmado que a idade dos animais determina os valores de EMN e EPC, e foi
possivel determinam que 0s animais mais jovens apresentam os valores mais altos e,
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como observado na Tabela 2, esse padréo é repetido em bezerros das racas Simmental
e Brown Suico (villa, et al., 2015).

Esse fenbmeno foi observado em outras espécies, uma vez que os valores espontaneos
de EMN no sangue periférico de muitas espécies, como rato, esquilo e humano,
dependem da maturacdo do baco, e o baco amadurece com a idade (Zuhiga-Gonzalez
et al., 2001; Batista-Gonzalez et al., 2006).

No presente estudo, pode-se observar que a frequéncia de EMN tende a diminuir com a
idade (Tabela 2), o que concorda com o que ja foi descrito (Zufiga-Gonzalez et al; 2001).
Por esse motivo, recomenda-se 0 uso de animais jovens, e este trabalho é um
antecedente em pesquisas com bovinos; onde se pode ver claramente que a idade dos
bovinos é um fator a considerar nos valores de EMN e EPC.

Tabela 2. Eritrocitos policrométicos e micronucleados espontaneos em diferentes ragas de

bezerros
Racas n Edade EMN/10,000 ET EPC/1000 ET Referéncia
13 9m 1.6+0.3 0 Este trabalho
Holstein Friesian 13 6 m 26+0.5 0 Este trabalho
5 24-48 h 74+1.0 74+23 Villa, et al., 2015
Brown Suico 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 amostra; h: horas; m: meses; EPC: Eritrdcitos policromaticos; EMN: micronucleados;
médias e erro padrao.

Efeito genotdxico naresposta imune de vacinas recombinantes em teste
O objetivo do projeto de Barba et al., (2013) foi propor novas vacinas recombinantes para
o controle da tuberculose bovina. Apds o desenho das vacinas em teste, elas foram
limitadas pela disponibilidade de animais, pelo que foram decididos tamanhos reduzidos
da amostra, a fim de avaliar o controle necessario e 0s grupos experimentais. Portanto,
no presente estudo exploratdrio que descreve o efeito genotoxico, ndo foi possivel ajustar
o tamanho ideal da amostra.
Ao analisar o efeito genotoxico das vacinas recombinantes contra tuberculose,
identificou-se que os valores de EMN eram menores com efeito dose-resposta nos
grupos tratados com VRZ2; isso pode ser interpretado como um efeito citoprotetor ou
antigenotoxico; no entanto, esses resultados devem ser tomados com cautela, pois ha
dois pontos a serem considerados:
-Primeiro deles foi o tamanho da amostra, que, embora o teste MN seja altamente
sensivel e ndo exija grandes tamanhos de amostra; o ideal seria trabalhar com
mais de cinco animais por grupo, mas devido ao custo, tamanho e idade desses
animais, apenas dois ou trés bezerros por grupo estavam disponiveis; e isso pode
ter distorcido os resultados.


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
mailto:Zúñiga-González%20et%20al;%202001
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

-Segundo ponto é que, para determinar a genotoxicidade por meio do teste de
micronucleos nos eritrocitos do sangue periférico, deve-se considerar a atividade
mitotica da medula 6ssea, avaliada pela presenca ou auséncia de EPC no sangue
periférico. As EPC séo globulos vermelhos jovens que tém no maximo 24 horas
apos serem liberados; isto porque a formacéao de MN é realizada durante o estagio
anafase-telofase da divisdo celular; e se isso ndo ocorrer, 0s MNs ndo poderédo se
formar. No entanto, se houver divisdo celular na medula 6ssea (mieloproliferacdo),
o efeito micronucleogénico ou genotoxico das substancias testadas pode ser
facilmente observado; em oposi¢cdo; se o Ultimo inibe a divisdo celular
(mielossupressdao); isto é, se houver citotoxicidade, ndo sera possivel observar o
aumento de EMN no sangue periférico (efeito genotoxico).

-Portanto, voltando a figura 3, onde se observa que os valores de EMN nos grupos
VR2 e VR1+VR2 séo inferiores aos do grupo CSS (P=0,02). O que pode realmente
ter acontecido € que o uso de VR2 esta afetando significativamente a medula
O0ssea do bezerro, a ponto de ter induzido mielossupressédo devido a atividade
imune gerada. Entretanto, neste estudo ndo ha como corroborar esse efeito pela
técnica classica, quantificando os glébulos vermelhos policrométicos no sangue
periférico, uma vez que bezerros com idade média de 6 a 9 meses ndo apresentam
esse tipo de células (Tabela 2).

Barba et al., (2013), em paralelo demonstraram que a vacina de DNA pVAX1-PPEG68
(VR2) construida e avaliada em bovinos da raca Holstein Freisan, induziu a producéo de
citocinas IFN-y (proteinas produzidas por imundcitos; em resposta a um antigeno) ,
geralmente viral) em animais vacinados acima dos niveis de referéncia, mas foi capaz de
induzir a producdo de anticorpos direcionados contra proteinas que reagem
cruzadamente em extratos celulares completos de M. bovis BCG; ao contrario da vacina
recombinante pVAX1-PE11l (VR1), que ndo induziu uma resposta imune mediada por
IFN-y, pelo menos em niveis detectaveis pelo kit comercial usado Barba et al., (2013).
Em outras palavras, somente a vacina VR2 produziu uma resposta imune e também uma
alteracdo na frequéncia das células micronucleadas (somente a vacina VR2 teve efeito
sobre esse biomarcador); mesmo quando a dose administrada era metade, a resposta
era de 50%, menor em relacdo ao grupo tratado com solucdo salina (CSS), conforme
observado na figura 3. Isso indica que o VR2 produz um efeito na medula éssea, de tal
forma que afete a formacdo de EMNSs. Dai resulta que a atividade imunoldgica mais
provavel induzida pela vacina VR2 também causa mielossupressao.

Este estudo, embora preliminar; além de ter demonstrado um efeito dose-resposta das
vacinas recombinantes contra tuberculose, também levanta uma grande questdo: as
vacinas recombinantes contra tuberculose podem ter a mielossupressdo como efeito
colateral? Vale ressaltar que a versatilidade do teste de micronucleos nos eritrécitos do
sangue periférico também permite avaliar o efeito mielossupressor das vacinas
recombinantes.
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CONCLUSOES

Neste trabalho, embora preliminar, tenha produzido resultados muito valiosos, um efeito
de resposta a dose de VR2 foi detectado na formagéo de EMN; no entanto, os resultados
podem ser mascarados por uma possivel mielossupresséo (citotoxicidade), efeito que
nao foi corroborado, uma vez que os bovinos nessa idade média de 9 meses nao
apresentam eritrocitos policromaticos no sangue periférico; sugere-se trabalhar com
bovinos com menos de um més e um ndmero maior de animais. Esses achados nos
motivam a continuar investigando a inducao da instabilidade gendmica e citotoxicidade
das vacinas em geral e, em particular, contra a tuberculose, uma vez que seu papel na
medula O6ssea e na integridade do material genético é desconhecido, tanto em
organismos experimentais quanto em fazenda.
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