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EVALUAC]éN DEDOS ADYUVANTESENLA
FORMULACIONDEUNA VACUNA ANTITETANICA

EVALUATION OF TWO ADJUVANTS FORTHE
FORMULATION OF ANTITETANIC VACCINES

RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue el de comparar
el comportamiento de dos adyuvantes, hidréxido de
aluminio y fosfato de calcio, con dos lotes diferentes
de toxoide tetanico, uno producido por cultivo agitado
y el otro producido por cultivo estético. Fue evaluada
la respuesta inmune generada a través de la prueba de
potencia del National Institute of Health (NIH) para ga-
rantizar el cumplimiento de los estandares establecidos
para la prueba de potencia, en la cual se postula que
la respuesta inmune generada debe ser como minimo
de 2dl/mL. Los resultados muestran que el aluminio
presenta titulos mas altos en la mayoria de los casos y
en otros no se aprecia una diferencia significativa entre
los dos adyuvantes. También se observé claramente
que cualquiera de los dos adyuvantes genera una mejor
respuesta inmune con el lote 69 (cultivo estéatico) que
con el lote 11 (cultivo agitado). El anélisis de varianza
arroja un error de p<0,002.
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SUMMARY

The objective of this research was to compare the role
of two adjuvants, aluminum hydroxide and calcium
phosphate, with two different tetanus toxoid batches,
one obtained by stationary culture and the other one
by sumerged culture. The generated immune respon-
se was evaluated through the potency assay of the
National Institute of Health (NIH), which states that
in order to guaranty that the vaccines are within the
established standards the immune response has to be
at least 2dl/mL. The results indicate that aluminum
hydroxide presents in most cases better titers, while in
other cases no significant difference was found. Results
showed also, that both adjuvants gave a better immune
response with batch 69 (static culture) than with batch
11 (sumerged culture). The variance analysis showed
an error of p<0.002.

Key words: Tetanus, adjuvant, calcium phosphate, alu-
minum hydroxide, flocculent limit.

INTRODUCCION

El hidréxido de aluminio, el aluminio fosfato y el fosfato
de calcio han sido hasta el momento los adyuvantes
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aceptados por la Farmacopea Europea para vacunas
humanas. Sin embargo, los adyuvantes que contie-
nen aluminio estén siendo reevaluados, ya que se ha
demostrado la existencia de efectos adversos para los
pacientes (Gupta & Relyveld, 1991). La discusién sobre
estas reacciones indica que el aluminio ha sido aso-
ciado a dolores, ndédulos subcutaneos, formacion de
granulomas e inclusive desérdenes del sistema nervio-
so, como demencia de Altzheimer y sclerosis lateral
amyotréfica. Todo esto se debe a la acumulaciéon len-
ta de residuos de aluminio. Se plantea entonces que,
como el Ca3(PO4)2, es un constituyente normal del
cuerpo humano, probablemente produzca menos o
ninguna reaccién adversa.

Entre 1986 y 1991, se registraron 1.800.000 episodios
de tétanos al nivel mundial, de los cuales 1.200.000
resultaron mortales, poniendo de relieve la importancia
de su tratamiento y su erradicacién. El tratamiento, se
realiza por inmunizacién tanto pasiva como activa. En
Colombia, el Instituto Nacional de Salud (INS, 1998),
estaba encargado de la produccién de la vacuna tetéani-
ca en sus tres presentaciones (Td, DPT y TT), siguien-
do los lineamientos de la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) (Barreto, 2000). El INS obtenia el toxoide
tetéanico a partir de cultivos sumergidos estacionarios
de Clostridium. tetani en jarros de vidrio de 60L, uti-
lizando el medio y los procedimientos sugeridos por
Latham et al. (1962).

La enfermedad tiene distribucién mundial, pero su foco
es en areas tropicales y en paises en vias de desarrollo.
Las caracteristicas ecolégicas propicias para el bacilo
teténico y las condiciones de higiene y sanidad favore-
cen que se presente con mayor frecuencia en las zonas
rurales que en las urbanas. A pesar de ser una enfer-
medad previsible por vacunacién, en los paises en vias
de desarrollo, entre ellos Colombia, muchas madres,
no inmunizadas, dan a luz nifos a quienes no se cuida
en forma apropiada el cordén umbilical, por lo cual, el
tétanos neonatal tiene un impacto significativo.

Aunque, se han publicado reportes de estudios de pro-
duccién de toxina teténica en fermentadores agitados
a escala industrial, la carencia de instalaciones condujo
a que el INS mantuviera la tecnologia de cultivos esté-
ticos. Aunque la tecnologia de cultivo estéatico es sen-
cilla, implica considerable manipulacién, altos riesgos
de contaminacién tanto para el operario como para

el cultivo, costos elevados, aumento de factores que
conllevan a variaciones entre lote y lote y la dificultad
de escalamiento de la produccién (U.S. Health Human
Services, 2003). Adicionalmente, la produccién no al-
canza a cubrir las necesidades de la poblacién colom-
biana, obligando a importar una parte de la vacuna ne-
cesaria en los procesos de inmunizacién preventiva al
nivel nacional. Por todas estas razones, el INS detuvo la
produccién de la vacuna, dejando via libre solo para la
importacién. Sin embargo, por la bien conocida crisis
nacional, no se ha importado lo suficiente para la de-
manda, lo que hoy nos coloca en emergencia sanitaria.
De aqui la urgencia y la importancia de reactivar la pro-
duccién de la vacuna.

Si bien el 80% de los ninos de todo el mundo en 1994
estaban vacunados contra el tétanos (con la vacuna
DPT) durante su primer ano de vida, méas del 50% de
los lactantes nacian sin proteccién contra la enferme-
dad porque sus madres no estaban vacunadas con el
toxoide tetanico (OMS, 1997).

Definiciéon y funcién de los adyuvantes: Un adyu-
vante inmunégeno puede ser definido como cualquier
sustancia que incorporada a una vacuna, acelera, pro-
longa o potencia la respuesta inmunogénica frente a la
misma. Son sustancias o preparados quimicos que se
incorporan al antigeno o inyectados simultaneamente
con él y que hacen mas efectiva la respuesta inmune.
Con su empleo, se logra una economia de antigeno
y de tiempo, asi como un mayor nivel de anticuerpos
especificos (Roitt, 1991).

Tienen gran importancia y se diferencian de las protei-
nas transportadoras o “carriers” (proteinas extranas que
se unen a un antigeno no inmundégeno para convertirlo
en inmundgeno), en que no forman uniones estables
con el inmundgeno. Los adyuvantes son basicamente
necesarios en la inmunizacién inicial, mientras que los
portadores, se necesitan tanto en la respuesta primaria
como en las sucesivas. La mayoria de las nuevas va-
cunas compuestas por subunidades antigénicas alta-
mente purificadas son muy seguras pero de menor in-
munogenicidad que otras vacunas con mas impurezas.
Esta inmunogenicidad puede ser potenciada por los
adyuvantes. La utilizacién de estos compuestos tiene
como ventajas: a) inmunizacién eficaz de personas con
capacidad inmune disminuida, como neonatos, ancia-
nos y personas inmunodeprimidas; b) elaboracién de
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vacunas con menos cantidad de antigeno y, por tanto,
mas aptas para crear vacunas combinadas y, ¢) menor
nimero de dosis de refuerzo (Roitt, 1991).

El mecanismo de accién de estas sustancias ha sido
objeto de numerosos estudios y, al parecer, existen
diversos factores que explican su modo de accién. El
antigeno libre normalmente se difunde con mucha ra-
pidez desde los tejidos locales que rodean el sitio de
inoculacién, y una de sus funciones importantes es
crear un reservorio o depdsito del antigeno de larga
vida. Las investigaciones realizadas han demostrado
que virtualmente todos los adyuvantes activan o es-
timulan los macréfagos (Guerrero & Gattas, 1982);
cuando son activados estimulan la respuesta inmune
por un incremento de la cantidad de antigeno expresa-
do en la membrana celular y de la eficiencia de su pre-
sentacion a los linfocitos. El macréfago también libera
factores solubles estimulantes que amplifican la prolife-
racién de los linfocitos (Wagnerova & Ferencik, 1993).
Por otro lado, algunos adyuvantes poseen la capacidad
de actuar especificamente sobre los linfocitos, pero, en
general, éstas funcionan mejor si facilitan la liberacién
simultanea del antigeno y de sustancias inmunomodu-
ladoras al tejido linfoide (Bennet et al. 1992).

Tipos de adyuvantes: La busqueda de nuevas sus-
tancias con actividad adyuvante/inmunopotenciadora
comprende una de las tendencias més importantes en
la investigacion inmunolégica actual. Las sustancias
inmunomoduladoras constituyen una familia muy he-
terogénea si se toma en consideraciéon su origen, su
naturaleza quimica y su actividad biolégica especifica
(Takx-Kohlen, 1992). Los agentes inmunopotenciado-
res (adyuvantes) son la directriz del esfuerzo investiga-
tivo sostenido para hallar sustancias con actividad de
adyuvantes, eficaces en la estimulacién de la respuesta
inmune y desprovistas de propiedades biolégicas ad-
versas (Stewart-Tull, 1989). Son importantes, ya que
contribuyen a que las respuestas en animales de expe-
rimentaciéon sean mayores, especialmente en aquellos
casos en los que son empleados durante la produccién
de sueros hiperinmunes (Azuma, 1992).

De acuerdo a Guerrero & Gattas (1982), entre los adyu-
vantes mas importantes figuran:

* Alumina: sales insolubles de sulfato aluminico-potési-
co y actia mediante varios mecanismos, tales como

1.- Precipita el antigeno. Al inyectarse va liberando
el antigeno lentamente, con lo que se suministra
un estimulo persistente (el Ag dura varios dias en el
lugar donde se inoculd). 2.- El Ag precipitado tiene
mayor tamano, por lo que puede ser fagocitado mas
facilmente y, por lo tanto, es presentado mas efecti-
vamente, y 3.- Induccién de granulomas.

Adyuvantes de Freund: el adyuvante incompleto de
Freund consiste en una solucién acuosa con el Ag,
junto con aceite mineral y un agente dispersante (el
manoleato). El adyuvante completo de Freund (FCA)
incorpora ademas una suspensiéon de Mycobacterium
muertos por calor. Ambos liberan lentamente el Ag,
logrando un estimulo persistente. El macréfago
aumenta en su superficie el nimero de moléculas
B7, lo que facilita su interaccién con el receptor
CD28 del linfocito T,. Esto suministra la llamada
senal coestimulatoria, que potencia la interaccién
entre MHC (del macréfago), Ag procesado y TCR
(receptor de la célula T). Ademas, el completo es
mas potente porque suministra muramil-dipéptidos
de la pared celular de las micobacterias, ello permite
una buena activacion de macroéfagos, que liberan
la citoquina IL-1, que a su vez activa a los linfocitos
T,. El completo induce mejor los granulomas que
corresponden una infiltracién celular, con una masa
densa y rica en macréfagos, con lo que se mejora el
procesamiento y la presentacion del Ag. Se provoca
una buena liberacién de IL-1 de los macréfagos, que
activan a los linfocitos T,, (Guerrero & Gatta, 1982).

Polirribonucleétidos sintéticos: estimulan la prolifer-
acién inespecifica de linfocitos (Guerrero & Gattas,
1982)

Lipopolisacérido bacteriano (LPS): igual efecto que
el anterior. Recientemente se estdn ensayando los
liposomas: el antigeno se encierra en liposomas o
se une a la bicapa lipidica de este tipo de vesiculas
membranosas (Roitt, 1991)

Compuestos de Aluminio: En la actualidad, los Gnicos
adyuvantes que se utilizan son los compuestos de alu-
minio (hidréxido de aluminio y fosfato de aluminio).
El i6bn aluminio genera exclusivamente respuestas
de linfocitos T ayudadores (T, 2), siendo muy utiles
cuando se quieren obtener titulos de anticuerpos muy
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elevados, que neutralicen toxinas (los toxoides te-
tanico y diftérico) o virus, antes de que se adhieran al
receptor celular (vacuna de hepatitis) (Roitt, 1991).

* Otros Adyuvantes: Existen otros adyuvantes con
propiedades muy interesantes, algunos de los cuales
estén en fase de evaluacién, como componentes
bacterianos naturales o sintéticos (lipido A de las
endotoxinas bacterianas y dipéptidos de muramilo);
adyuvantes particulados, (complejos inmunoes-
timulantes, liposomas y bioesferas degradables);
emulsiones oleosas, (saponinas y escualenos) y otros
adyuvantes sintéticos, como los copolimeros de blo-
queo no-iénico (Spriggs & Koff, 1991).

Mecanismos de accion de los adyuvantes: Los adyu-
vantes, en general, actian mediante tres mecanismos
(Takx-Kholen, 1992):

* “Efecto depot”, por el que los adyuvantes de aluminio,
las emulsiones oleosas y los liposomas o microesferas
mantienen al antigeno atrapado en el sitio de la ad-
ministracion de la vacuna, permitiendo un estimulo
inmune prolongado. Este efecto es particularmente
importante cuando se utilizan pequenos antigenos
solubles que podrian ser aclarados rapidamente.
Ademas, el mismo “efecto depot” impide una lib-
eracién masiva del antigeno, que podria dar lugar a
tolerancia inmune, y causar una respuesta inflama-
toria local que atrae a macréfagos y a otras células
presentadoras de antigenos.

* Mejorar la presentacién del antigeno a las células
APC (Células Presentadoras de Antigenos) y actuando
como coestimuladores de los macréfagos, como
en el caso de los iones de aluminio, liposomas y
copolimeros de bloqueo no-iénico.

* Induciendo la secrecién de citocinas que actian sobre
los linfocitos T y B.

Adyuvantes como los péptidos de muramilo vehiculiza-
dos en aceite, el lipido A de las endotoxinas y el adyu-
vante completo de Freund estimulan preferentemente
respuestas T,1, que dan lugar a citotoxicidad. En el
mismo sentido, las saponinas, los complejos estimulan-
tes inmunes y los liposomas, desencadenan respuestas
citotoxicas aptas para destruir virus u otros organismos
intracelulares (Takx-Kohlen, 1992).

Los adyuvantes derivados de las bacterias, como el lipido
Ay los péptidos de muramilo de la pared celular son
muy potentes. Se ha postulado que seria debido a su
reconocimiento por receptores de las células presenta-
doras de antigeno, cuya funcién es reconocer estructuras
de bacterias, que se hayan conservado a lo largo de la
evolucion filogenética (Takx-Kohlen, 1992).

Algunas citocinas podrian ser utilizadas como adyuvan-
tes, dada su capacidad para favorecer respuestas T, 1 o
T, 2. Han sido utilizado para lograr respuestas a la vacuna
de hepatitis B en personas que no desarrollan anticuerpos
frente ala misma. Sin embargo, el uso de citocinas, como
adyuvantes, se puede ver dificultado por las numerosas e
imprevistas acciones de estos mediadores en el sistema
inmune. La eleccién de un adyuvante determinado en
la elaboracién de una vacuna, depende de la naturaleza
de ésta, del efecto deseado y de esto dependera la efec-
tividad de la vacuna (Takx-Kohlen, 1992).

Futuro de los adyuvantes: Las propiedades inmu-
nomoduladoras han sido demostradas en numerosos
polisacéaridos naturales y algunos derivados obtenidos
por hidrélisis o modificacién quimica. La actividad esti-
mulante de la hematopoyesis y de la respuesta inmune
humoral y celular es uno de los rasgos més significativos
de los glucanos aislados de la pared celular de levaduras
(Diluzio, 1985). Ha sido mostrado que la administracion
simultdnea del glucano y un antigeno estimula la for-
macién de anticuerpos especificos contra el antigeno
en cuestion; prueba de ello es la estimulacién por los
glucanos de la respuesta humoral y mediada por células
contra Francisella tularensis y Pseudomonas pseudo-
mallei (Reynolds et al. 1980).

El objetivo de esta investigacion fue comparar el compor-
tamiento de los dos adyuvantes, hidréxido de aluminio
y fosfato de calcio utilizando dos lotes diferentes de
toxoide tetanico, uno producido por cultivo agitado y
el otro producido por cultivo estético. La comparaciéon
fue evaluada mediante la respuesta inmune generada a
través de la prueba de potencia del National Institute of
Health (NIH), de tal forma que garantice el cumplimiento
de los estandares establecidos para la prueba de poten-
cia, donde se postula que la respuesta inmune generada
debe ser minimo de 2Ul/mL. También se buscé el mejor
adyuvante frente a la respuesta inmune generada y la
relacion existente entre el método de produccion y la
respuesta inmune.
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MATERIALES Y METODOS

Vacunas: Doce vacunas, todas diferentes, fueron pre-
paradas de acuerdo a las Buenas Practicas de Manu-
factura (BPM). Para la preparacién de estas vacunas, se
utiliz6 un lote de toxina producido por cultivo agitado
(11) y un lote de toxina producido por cultivo estatico
(69) facilitados por el Instituto Nacional de Salud (INS).
De cada lote, se formularon seis vacunas, de las cuales
tres se adsorbieron en Al(OH),, en una concentracion
por vacuna (<1,25mg/mL) y las otras tres restantes se
adsorbieron en Ca,(PO,),, en una concentracion por
vacuna (< 1,3mg/mL). Cada vacuna llev6 como agente
conservador Timerosal al 1% en una concentraciéon
por vacuna (<0,022 %) y se diluy6é en solucién salina
tamponada pH 7,2. Cada una de las doce vacunas, se
sometieron a las pruebas de control de calidad exigidas
por el registro de produccién de vacuna antiteténica
adsorbida del INS (INS, 1995).

Prueba de Potencia: Se utilizé el método de potencia
del National Institute of Health (NIH), donde la inmuni-
zacion se hace en cobayos cepa Hartley y el desafio se
realiza con ratones cepa NIH. El andlisis de la potencia
se realiza por el método estadistico de Spearman &
Karber. Para cada una de las doce vacunas, se realizo la
prueba de potencia por triplicado, para hacer el estudio
estadisticamente representativo.

Inmunizacion: Para la inmunizacién, se utilizaron 18
cobayos Cepa Hartley con un peso entre 350 - 450g por
cada vacuna, cada uno con la mitad de la dosis humana
inmunizante (1,5mL) por via intraperitoneal. La inmu-
nizacién dura 45 dias durante los cuales se pesan los
animales semanalmente para verificar que no presentan
efectos adversos y que suban de peso.

Sangria: Se anestesia cada cobayo con Ketamina
(50mg/mL) y Seton (20mg Xilacina/mL). Posteriormente,
se colectd por puncién cardiaca 10mL de sangre de cada
animal. Los tubos se incubaron a 4°C por 24h. Se centri-
fugaron a 4000 r.p.m. por 15 minutos y se extrajo el suero
con pipeta en tubos secos, luego, se midi6 el volumen de
suero del tubo que contenia menos cantidad del mismo
y con este volumen se realizé un pool de suero.

Titulacion del Suero: Se realizaron cuatro diluciones a
una actividad supuesta de 2, 4, 8 y 16Ul, con un factor

de dilucién de dos para cada muestra. Para el control
de la prueba, se utiliz6 una antitoxina de referencia ob-
tenida del Instituto Butantan, Sao Paulo, Brasil, titulada
a 1dl, con la cual se realiz6 cuatro diluciones a un titulo
supuesto de 0,69; 0,83; 1,0y 1,20 dl, con un factor de
dilucién de 1,2.

A cada tubo, tanto de control como de muestra, se le
adicioné un volumen constante de toxina teténica patrén
(Butantan), titulada a 1dI, de tal manera que el volumen
inoculado por animal contenia una dosis L+/10. Todos
los tubos se agitaron e incubaron a 37°C por 45 minutos
e inmediatamente se inocula 0,5mL de la mezcla por
via subcuténea, a seis ratones, cepa NIH, por tubo de
mezcla. Los animales, se observaron diariamente por
un periodo de 96 horas y se registré la mortalidad. Los
resultados, se procesaron por el método estadistico
de Spearman & Karber, para informar la potencia en
dl/mL.

RESULTADOS Y DISCUSION

La prueba de potencia, se realiz6 en tres pasos basicos:
Inmunizacién, Sangria y Titulacién de sueros, segin el
Procedimiento Operativo Estédndar del Laboratorio de
Tétanos del INS (1995). Los resultados de la actividad
inmunogénica, para cada vacuna, se observan en la
Tabla 1. Se evidencia que el aluminio presenta titulos
mas altos en algunos casos y en otros no se aprecia
una diferencia significativa. También, se nota claramente
que cualquiera de los dos adyuvantes genera una mejor
respuesta inmune con el lote 69 (cultivo estatico) que
con el lote 11 (cultivo agitado).

El anélisis estadistico, se realizé con la prueba de Sche-
ffe, que permiti6 identificar cual nivel del adyuvante de
cada ensayo hace rechazar la hipétesis de trabajo, el
ANOVA arroj6 un error de (p<0,002). En la Tabla 2, al
observar los niimeros de Scheffe, se evidencia que no
existe una gran diferencia entre los dos adyuvantes, por
ende se rechaza la hipétesis nula y determinar que para
esta variable cada uno de los adyuvantes tiene un com-
portamiento diferente en cuanto a la variable respuesta
(respuesta inmunogénica) y no tiene ninguna similitud
en los datos.

En la Gréafica 1 se muestra el comportamiento de los
dos adyuvantes frente a la respuesta inmunogénica,
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Tabla 1: Resultados de la prueba de potencia de cada vacuna.

4 1\
Antitoxina de
LOTE | Adyuvante Vacuna 1 Vacuna 2 Vacuna 3 Referencia
1A 2A 3A
14142 Ul 2,8284 Ul 5,6569 Ul 10627
1B 2B 3B
Al(OH); 14142 Ul 2,2449 Ul 5,0396 Ul 1,0627
1C 2C 3C
15874 Ul 2,8284 Ul 5,6569 Ul 1,0627
1 IA 5A 6A
1,0627
14142 Ul 2,8284 Ul 5,0397 Ul
Ca.(PO 4B 5B 6B
i(PO4), 14142 Ul 17817 Ul 4,4898 Ul 1,0627
4C 5C 6C
17817 Ul 2,2449 Ul 4,0000 Ul 1,0627
7A 8A 9A
71272 Ul 11,3137 Ul 13,3333 Ul 1,0627
7B 8B 9B
Al(OH); 74271 Ul 11,3137 Ul 12,6962 Ul 1,0627
7C 8C aC
27
69 6,3496 Ul 11,3137 Ul 12,6992 Ul 1,06
10A 11A 12A 1 0627
6,3496 Ul 8,0000 Ul 113137 Ul :
108 11B 12B
Cay(PO,), 5,6588 Ul 74272 Ul 12,6992 Ul 1,0627
| 10C 11C 12C J

Tabla 2. Prueba de rango multiple. Variable adyuvante.

r

METODO: 95,0% LSD
ADYUVANTE # ENSAYOS Promedio Scheffe Grupos Homogéneos
Hidroxido Al (1) 18 6,77487 X
Fosfato Ca (2) 15 5,65096 X
CONTRASTE DIFERENCIA +/- LIMITES
| 1-2 *1,12391 0,314628 |

* Diferencia estadisticamente significativa.

independientemente de los lotes. Claramente se observa
la mejor efectividad del hidréxido de aluminio. En cuanto
a la interaccion entre los dos adyuvantes con respecto a
los dos lotes de produccion, en la Gréfica 2, se observa
que ambos adyuvantes con el lote 69 presentan mejores
resultados que con el lote 11.

La comparacién entre el comportamiento de la variable
adyuvante frente a la respuesta inmunogénica determina
que el hidréxido de aluminio es mejor que el fosfato de
calcio. Segin Aggerbeck et al. (1995), el adyuvante
hidréxido de aluminio se une fuertemente al antigeno
que el fosfato de calcio, esto implica que esa unién tan
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Grafica 1. Comparacion estadistica entre los adyuvantes con respecto a la respuesta inmunogénica.

INTERACCION ENTRE EL METODO DE PRODUCCION
DE LOS LOTES Y EL ADYUVANTE
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Grafica 2. Comparacion entre lotes del toxoide tetanico (x) Lote 11, (y) Lote 69 y adyuvante 1 (--------- ) y adyuvante 2 ( ).

fuerte, tenga como resultado una lenta liberaciéon del
antigeno y, por ende, una mejor presentacion del anti-
geno al sistema inmune, esto podria explicar la mejor
efectividad del adyuvante.

Aggerbeck et al. (1996) realizaron un estudio donde
comparan estos dos adyuvantes en pruebas de potencia
in vivo y determinaron que el hidréxido de aluminio era
mas efectivo que el fosfato de calcio. Sin embargo, un
estudio posterior (Aggerbeck et al. 1997) realizado al

nivel clinico con soldados, demostré todo lo contrario,
que el fosfato de calcio genera mejores respuestas in-
munes pero mayores efectos adversos. En conclusion,
segun los datos del andlisis estadistico entre los dos
adyuvantes no hay demasiada diferencia como si se
observa con la variable lote. Sin embargo, y segun la
variabilidad de los resultados no solo de este estudio
sino de los anteriormente referenciados demuestra que
la reaccién bioldgica a los diferentes adyuvantes varia
significativamente.
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Los datos arrojados por la variable concentracién frente
a la respuesta inmunogénica muestran una relaciéon
aparentemente lineal entre la concentraciéon formulada
y la repuesta inmunogénica, es decir, a mayor concen-
tracién de toxoide mayor respuesta inmunogénica. La
importancia de estos datos, se encuentra en que se
demuestra que independientemente de los lotes o los
adyuvantes utilizados si se puede bajar la concentracién
de toxoide en la formulacion y, a su vez, garantizar que
la produccién de antitoxina sea de un nivel de 2dl/mL,
lo que confirma que se esta desperdiciando toxoide en
la formulacién.

Al comparar la concentracién de toxina y el lote frente
a la respuesta inmunogénica, se obtienen conclusiones
interesantes, como que el lote 11 en las tres concen-
traciones presenta titulos menores que el lote 69. Esto
contradice el rumbo de las investigaciones sobre el me-
joramiento de produccién y de rendimiento de la toxina
antitetanica, pues se ha verificado que el cultivo agitado
es superior en rendimiento, en volumen final y en tiempo
de produccién al cultivo estético, ademas que reduce la
manipulacién del producto (Arias et al. 2003).

En cuanto a los resultados obtenidos de la variable lote
frente a la respuesta inmunogénica, se evidencia que el
lote 69 es mejor que el lote 11. En definitiva, la diferen-
cia en el método de produccion de los lotes de toxoide
tetdnico demuestra que éste afecta directamente la
respuesta inmunogénica. Al comparar las dos técnicas
de produccién, el medio de cultivo utilizado, la cepa, la
concentraciéon de inoculo, el pH y la temperatura son
iguales y lo Ginico que varia es la condicién de agitacién
y el tiempo de produccién, lo que llevaria a pensar que
el oxigeno afecta directamente la calidad de la toxina y
respecto al adyuvante, se concluye que el Al(OH), pre-
senta mejores resultados en cuanto a la efectividad de
la vacuna que el Ca,(PO,),.

Las vacunas inactivadas requieren agonistas inmunes
(inmunopotenciadores o adyuvantes) para determinar
el tipo de inmunidad inducida (Th1 o Th2) y promover
la respuesta inmunoldgica. Debido a que los agonistas,
ademas de afectar la inmunidad, también pueden mo-
dificar la produccién de linfocitos T citotéxicos (CTL),
su seleccion es critica para la efectividad de las vacunas.
Aunque la sintesis de CTL constituye un objetivo para
las vacunas, en donde la muerte de las células blanco
por parte de los CTL es una meta en si misma, en otras

vacunas esto se complica en virtud de las exacerbaciones
potenciales que pueden promover sobre enfermedades
como la hepatitis y la de Alzheimer, en donde la produc-
cién de CTL, se debe evitar. El descubrimiento de que los
agonistas, al actuar sobre diferentes receptores, puede
aumentar sinérgicamente la inmunidad, ha abierto nue-
vas posibilidades para la sintesis de nuevas vacunas. El
hecho de que algunos polisacéaridos con modificaciones
especificas, potencian la inmunidad Th1, contribuira
al descubrimiento de compuestos sin autoinmunidad
asociada. La comprensién de los mecanismos inmu-
nomoduladores de los agonistas también sustentaré la
utilizacién de estos agentes como tratamientos indepen-
dientes (Marciani, 2007)

Las propiedades adyuvantes de las sales de aluminio
presentan limitaciones; actualmente se esté evaluando
una amplia gama de adyuvantes nuevos para su uso en
vacunas nuevas o mejoradas. Estas investigaciones estan
siendo lideradas por el comité consultivo mundial sobre
seguridad de vacunas de la OMS (2006). Son ejemplos
de estos adyuvantes los estimuladores del sistema inmu-
nitario, los vehiculos formados por microparticulas y las
emulsiones, asi como diversas combinaciones de éstos.
Se espera que los adyuvantes permitan el desarrollo de
vacunas inocuas y eficaces contra enfermedades para
las que atin no hay vacunas, como la malaria y el VIH,
asf como mejorar la eficacia de otras vacunas. Dado que
muchos de los adyuvantes nuevos se utilizardn proba-
blemente en vacunas para enfermedades endémicas en
paises en desarrollo, seré preciso disponer de sistemas
para vigilar la seguridad de estas vacunas nuevas (OMS,
2006).

Para analizar la seguridad de los nuevos adyuvantes,
una vez combinados en una vacuna, se necesitan
estandares mejorados y coherentes que rijan las jun-
tas de seguimiento de la seguridad, la generacién de
senales y la evaluacion posterior para la autorizacion,
la comercializacién de las vacunas y la vigilancia de los
eventos inmunolégicos adversos e inclusive problemas
de seguridad inesperados. Los estudios de ultima fase
deben abordar las reacciones adversas que no pueden
ser previstas a través de los efectos biologicos de la va-
cuna y del adyuvante, incluidas las reacciones adversas
raras e infrecuentes que no se detectan en los estudios
con animales o en los estudios con pocas personas
realizados antes de la homologacién de la vacuna. Para
ello, se necesitan definiciones de caso claras. Todo ello
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exige un enfoque clinico, cientifico y regulador nuevo,
que tenga en cuenta la seguridad de los adyuvantes a
corto y largo plazo (Vax, 2006).
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