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1. INTRODUGCAO

A tuberculose (TB) bovina é uma zoonose causada por Mycobacterium bovis
e representa um grave problema econdmico e de saude publica na América
Latina. A vacinacao dos bovinos pode ser uma alternativa barata para o controle
da infecgao, que nestes paises se apresenta endémica. Embora diversos estudos
demonstrem que a protegao induzida nestes animais pela administragcdo do bacilo
Calmette-Guérin (IBCG), vacina amplamente utilizada contra TB em humanos, é
incompleta, esta cepa atenuada ainda pode ser empregada como um sistema
para apresentacao de antigenos heterélogos (WATERS et al., 2012).

O antigeno 85B (Ag85B) € uma proteina imunodominante de M. bovis e
demonstra capacidade de induzir resposta imune protetora contra a TB bovina em
modelos animais (HORWITZ et al., 2006). A fim de melhorar a eficacia da vacina
BCG, nds expressamos o Ag85B em um sistema de expressédo desenvolvido em
nosso laboratério, que emprega um mutante de BCG Pasteur auxotrofico para
leucina (BCG Pasteur AleuD) e um vetor (pUP410) que complementa esta
mutacédo (BORSUK et al., 2007).

A eficacia de candidatos a vacinas contra TB é atualmente determinada
através de ensaio de desafio em modelo animal, seguido de autépsia, a procura
de lesbes (granulomas) em pulmdes e linfonodos. Posteriormente, os granulomas
sdo submetidos a analise histopatoldgica. Vacinas bem sucedidas geram
respostas que determinam auséncia de lesao ou lesdes de gravidade reduzida em
relacdo ao grupo controle (WATERS et al., 2012). Desta maneira, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a eficacia da vacina recombinante previamente construida
através de desafio em bovinos contra M. bovis, seguido de analises patoldgicas.

2. MATERIAL E METODOS

A vacina recombinante BCG /leuD/85B foi construida conforme descrito por
RIZZI et al. (2011). Para o ensaio de desafio, trés grupos de cinco/seis terneiros
da raca holandesa (quatro meses de idade) foram inoculados por via subcutanea
com 10° unidades formadoras de colénias (UFC) de BCG Pasteur (grupo A), BCG
leuD/85B (grupo B) ou solugéo salina tamponada (PBS- grupo C) . Oito semanas
apos a vacinacdo, os animais foram infectados por via intratraqueal com 10° UFC
de M. bovis, conforme descrito por MEIKLE et al. (2011).

Dezesseis semanas apos a infeccéo, os terneiros foram eutanaziados e os
pulmdes, linfonodos da cabeca e dos pulmdes foram analisados em busca de
lesbes granulomatosas. As lesdes macroscoépicas foram descriminadas conforme
WEDLOCK et al. (2008). Os tecidos que apresentaram lesbées foram fixados em
10% de formol e processados para exame histologico. As lesbes microscopicas
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foram classificadas conforme WANGOO et al. (2005) e posteriormente cada
amostra foi categorizada conforme o numero e severidade dos granulomas.
Diferengas nos escores patolégicos foram analisadas utilizando-se o teste nao
paramétrico Mann-Whitney.

Todas as experimentagdes animais foram realizadas no interior de
instalagdes de biosseguranga do Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
(INTA), Hurlingham, Argentina, sob a aprovacdao do comité de ética local
(CICUAE), numero 18/2011.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Embora todos os grupos de animais apresentassem lesdes tuberculosas nos
pulmdes, o numero de lesdes variou entre os grupos (Figura 1). Enquanto os
animais dos grupos controles (A e B) apresentaram lesbes multiplas e caseosas,
apenas um animal do grupo vacinado com BCG leuD/85B apresentou uma unica
lesao pulmonar.

Figura 1. Morfologia das lesbes tuberculosas pulmonares presentes nos animais nao
vacinados (A), vacinados com BCG Pasteur (B) e com BCG AleuD/85B (C).

O escore descrito por WEDLOCK et al. (2008) é uma classificacéo
quantitativa da severidade da TB bovina, considerando o numero e o tamanho
das lesbes macroscopicas presentes em pulmdes e linfonodos. Este escore
permite avaliar a eficacia da vacina candidata em relagao aos animais controle. O
escore médio de lesdes pulmonares e das lesdes patoldgicas totais (pulmdes e
linfonodos) dos grupos vacinados com as cepas de BCG foi estatisticamente
menor do que o grupo vacinado com PBS (Figura 2).
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Figura 2. Eficacia protetora medida pela patologia macroscépica, conforme escore de
Wedlock. (A), escore médio da patologia dos pulmdes; (B), escore médio da patologia de todas as
lesbes (pulmdes e linfonodos). P <0,05.




Por outro lado, os grupos vacinados com BCG Pasteur e BCG AleuD/85B
apresentaram numero reduzido de lesdes nos linfonodos comparados aos
animais vacinados com PBS, mas n&o apresentaram diferengas estatisticas
(dados nao apresentados).

WANGOO et al. (2005) classificam os granulomas em diferentes estagios
histopatolégicos (I a IV), que ajudam a diferenciar a doenga ativa de doenca
contida ou inativa. As lesdes nos estagios lll e IV, caracterizadas por grandes
regides de necrose caseosa e presenga de micobactérias extracelulares, sao
determinantes na disseminagdo da doenca no organismo e transmissao da
patologia. Enquanto os animais vacinados com BCG apresentaram granulomas
tipo Ill e IV, a maioria dos bovinos vacinados com BCG AleuD/85B exibiram
apenas areas pneumonicas e infiltracdo peribronquial, estagios anteriores a
categoria | (Figura 3).

Figura 3. Histopatologia das lesdes tuberculosas pulmonares presentes nos animais
vacinados com BCG Pasteur (A e B) e com BCG AleuD/85B (C). Lesbes maduras, estadiadas
como IV (A) e lll (B) predominavam nos animais do grupo BCG; ja no grupo BCG AleuD/85B nao
houve o desenvolvimento de lesdes, apenas pneumonia e infiltragdo de células mononucleares.

Posteriormente, a histopatologia de cada animal foi classificada num escore de 0
a 9 conforme o numero e o estagio de Wangoo que os granulomas microscépicos
se apresentaram. Neste escore, os animais vacinados com BCG AleuD/85B
demonstraram patologia microscopica significativamente menor que os grupos
vacinados com BCG Pasteur e PBS (Figura 4).
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4. CONCLUSOES

Estes resultados indicam que a vacina BCG AleuD/85B protege bovinos
melhor que a BCG, demonstrado através da severidade das lesdes nos pulmdes
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e linfonodos. Para completar este estudo, parédmetros imunolégicos como
ativacao de células T e niveis de citocinas e sua correlagdo com a gravidade das
lesbes seréo avaliados.
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