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ENSAYOS PARA LA DETERMINACION DE LA POTENCIA INMUNOGENICA DE TRES DISTINTOS FORMULADOS DE
LA VACUNA M-TT.

RESUMEN

El presente proyecto de investigacién esta enfocado en la propuesta de una
formulacion y evaluacion de la potencia inmunogénica, para determinar la
mejor presentacion farmacéutica para la vacuna M-TT, que se sintetiza en el
laboratorio de neurobiologia Molecular y Neuroquimica de las Adicciones del

Instituto Nacional de Psiquiatria Ramon de la Fuente Mufiz (INPRFM).

El procedimiento convencional para almacenar a la vacuna M-TT, conlleva
mantenerla congelada a -20°C, lo que ocasiona ciertas desventajas para un
posible proceso de industrializacion: manufactura, transporte y envasado de la
misma. El objetivo principal de este trabajo de investigacion, fue llevar a cabo
un protocolo experimental con diversas formulaciones de la vacuna en
cuestion, y decidir finalmente cual de todas las formulaciones ensayadas dentro
de este proyecto sera la mas apropiada para la manufacturacion de la misma,
en funcién de la eficacia y potencia inmunogénica determinadas bajo el
seguimiento del protocolo experimental propuesto a realizar en este trabajo de

tesis.

Las diferentes formulaciones con las cuales se trabajé a la vacuna M-TT

durante el desarrollo de este proyecto son descritas a continuacién:

1. Fraccion de vacuna M-TT liofilizada, y resuspendida posteriormente con

agua estéril.

2. Formulacion de vacuna M-TT en forma de suspension mas adicion de

timerosal como agente preservativo.

3. Fraccion de vacuna M-TT previamente formulada vy liofilizada
posteriormente, cerrada al vacio y preservada a 4°C, lista para

resuspenderse con agua estéril al momento de ser administrada.




ENSAYOS PARA LA DETERMINACION DE LA POTENCIA INMUNOGENICA DE TRES DISTINTOS FORMULADOS DE
LA VACUNA M-TT.

Para poder cuantificar los titulos de anticuerpo correspondientes a cada una de
las formulaciones usadas en este protocolo experimental, fue necesario realizar
un esquema de inmunizacion, en donde se aplicaron seis inmunizaciones y
consecutivamente se fueron obteniendo los antisueros correspondientes de
cada una de las vacunaciones realizadas, mismos que fueron puestos bajo
analisis de ensayo de ELISA por captura de anticuerpo. Los resultados finales
de estos ensayos experimentales nos permitieron determinar cual formulacién
es la que posee mayor potencia inmunogénica, siendo este el parametro a
utilizar para tomar la decision final, en la cual la vacuna de M-TT sera
manufacturada y puesta en una presentacion farmacéutica para su posterior

uso e investigaciéon en pruebas clinicas.




ENSAYOS PARA LA DETERMINACION DE LA POTENCIA INMUNOGENICA DE TRES DISTINTOS FORMULADOS DE
LA VACUNA M-TT.

I. INTRODUCCION

1 a. Breve historia de las vacunas y evolucion de las mismas a través del

tiempo hasta nuestra época.

Los antecedentes histéricos de Ila vacunacibn se remontan a los
procedimientos chinos de inhalacion de polvo hecho de escaras secas de
viruela para protegerse asi de esta enfermedad. Mas tarde, en 1721, lady Mary

Montagu lleva este procedimiento denominado variolizacion a Europa.

En 1796 Edwuard Jenner publicé sus tratados acerca de la vacunacion, en
donde exponia la manera en la que utilizé material de pustulas de vacuna, la
viruela de las vacas, para ser inoculadas en seres humanos a fin de protegerlos
de las infecciones por la viruela humana. A finales del siglo XIX Louis Pasteur
establecio las bases modernas de la vacunacion utilizando cepas atenuadas de
célera aviario; estas mismas técnicas le permitieron desarrollar posteriormente

vacunas contra el antrax y la rabia.’

Actualmente, conforme se revelan las diferencias en las vias de
procesamiento de los antigenos, los cientificos desarrollan y disefian vacunas
que en muchos casos son acompanadas de coadyuvantes con la finalidad de
llevar al maximo la presentacion de los antigenos con moléculas de MHC de la
clase | o Il. Inclusive, en algunas ocasiones es necesario acudir a la ingenieria
genética para desarrollar vacunas que maximicen la reaccion inmunitaria contra

epitopes seleccionados y simplificar su administracion.?
1 b. Vacunas (Generalidades).

La inmunizacidon es la aplicacion de antigenos en los individuos susceptibles
mediante vacunacion (inmunizacion activa) o administracion de sueros con una
gran cantidad de anticuerpos en contra del agente patégeno (inmunizacion

pasiva).’

Una vacuna puede consistir en proteinas, polisacaridos o acidos nucleicos de
agentes patdégenos que son expuestos al sistema inmune, como unidades

simples, como parte de particulas complejas, como agentes vivos inactivados,
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o vectores que inducen respuestas especificas que inactivan, destruyen o
suprimen al agente pat()geno.2
Las vacunas se componen esencialmente de:

a) Un antigeno, cuya composicién y naturaleza define el tipo de vacuna que se

trata.
b) Preservativos para impedir el crecimiento bacteriano (p.ej. timerosal)
c) Estabilizadores del antigeno (p. ej. Glicerina)

d) Una fase liquida donde esta contenido el material antigénico. También

puede contener un adyuvante asociado al antigeno.’

Una vacuna ideal, seria aquella que entre sus caracteristicas contara con las

siguientes:

a) Administracion facil, por la via mas natural posible y en una sola dosis.

b) Bien tolerada y segura, sin efectos adversos a corto o largo plazo.

c) Respuesta inmune rapida, protectora y especifica hacia el antigeno usado.

d) Respuesta protectora de larga duracién con minima necesidad de dosis de

refuerzo.
e) Barata y de manejo y almacenamiento estables.’

Al momento de establecer el uso de una vacuna es indispensable seleccionar
la dosis adecuada con la cual se alcanzara la proteccion inmunolégica para la
cual fue disenada, asi como también es necesario determinar el momento en
que la vacuna sera administrada y la via de administracion mas conveniente,
asi como las condiciones bajo las cuales la vacuna mantendra niveles de

proteccion adecuados.
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LA VACUNA M-TT.

1 c. Conceptos basicos de vacunacion.

Los PAMPs, por sus siglas en inglés (Pathogen Associated Molecular Patterns)
son los sensores que tienen una funcién central en la deteccion de agentes
patdgenos dentro de la inmunidad innata, puesto que juegan un papel clave en
la manera en que las células presentadoras de antigenos (APCs), como por
ejemplo las células dendriticas (DCs), responden ante cierto agente patdégeno.
Asi mismo, las células T tienen un importante papel dentro de la inmunidad
adaptativa. Sus receptores reconocen péptidos en contexto con el MHC Il (o
HLA) que son moléculas que estan en la superficie de estas células. Existen
dos clases principales de células T: Linfocitos T citotoxicos CD8" (CTLs)
restringidos a las moléculas de MHC de clase |, y las células T ayudadoras
CD4" (Ty) restringidas a las moléculas de MHC de clase II. Los linfocitos T
citotdxicos CD8" monitorean virtualmente todas las células del organismo y
poseen la habilidad de matar directamente a las células infectadas o que
presentan complejos péptido-MHC de clase |, extranos o diferentes a los
endogenos. Las células CD4" Ty son esenciales para muchas caracteristicas
principales de la inmunidad adaptativa. Una vez activadas, las células Ty
transmiten sefales de soporte a través de interacciones directas y por
liberacion de citocinas a otras células propias del sistema inmune, por lo que
estas células son las encargadas de iniciar y amplificar varias de las funciones
efectoras especificas contra antigenos y por ende, son las que determinan la
naturaleza de la respuesta inmunologica. En base al tipo de citocinas que
secretan, las células Ty pueden subdividirse en células Ty1 que son las que
estan involucradas en la induccion de la inmunidad celular, asi como también
en la activacion de macrofagos, activacion del complemento, opsonizacion de
anticuerpos del tipo IgG, citotoxicidad de células por medio de anticuerpos y la
activacion de CTLs via IL-2. Se entiende entonces que, las células Ty1 son las
que atacan contra los virus intracelulares y bacterias patdégenas, asi como
contra células cancerigenas; también son las encargadas de provocar la
clasica reaccion de hipersensibilidad que ocurre con la hinchazén de la piel y
cuando se encuentran sobre activadas, generan enfermedades de tipo

autoinmune.
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Contrariamente, las células Th2 producen las citocinas IL-4,-5,-10 y -13, de
modo que activan a las células B, mediando el cambio de las inmunoglobulinas
(Ig) de la clase IgE a los subtipos IgG, con ligera activacion del complemento y
eosinodfilos. Asi entonces, la respuesta inmunitaria que confieren las células
TH2 esta involucrada con la inmunidad que confiere proteccién contra bacterias,
parasitos y también juega un papel efector en el desarrollo de las reacciones
alérgicas inflamatorias. Finalmente, las células T CD4" tienen un papel
importante durante la regulacion de la respuesta inmunolégica, notablemente
por la via de las células CD4", CD25", Foxp3®, etc. Después del encuentro con
el antigeno, estas células comienzan a dividirse (expansion clonal) para
generar una poblacion de células lo suficientemente grande, capaz de enfrentar
al antigeno en cuestion. Una vez que el antigeno se ha eliminado del
organismo, una subpoblacion de células especializadas en reconocer a dicho
antigeno, permanece en el cuerpo para dar a lugar a lo que se conoce como
memoria inmunoldgica. En cuanto a las células B de memoria, se ha
demostrado que los reservorios de células T especificas para un antigeno,
persisten en los nddulos linfaticos que drenan el sitio de vacunacion, donde se

encargan de regular a las células B especificas al antigeno.

Cierto subconjunto de células T ayudadoras, como las células foliculares
CXCR5*ICOS", expresan receptores de alta afinidad al antigeno embebido en
una vacuna y coestimulan la produccion de moléculas necesarias para las
células B. Entonces, la vacunacion con proteinas promueve la proliferacion de
células B mediante la seleccion de células Ty de alta afinidad al antigeno,
creando reservorios para esta clase de células en los ndodulos linfaticos

cercanos al sitio de vacunacién.®
1 d. Inmunizacioén activa. (Conceptualizacion)

La finalidad de la inmunizacion activa es conferir inmunidad protectora y
memoria inmunitaria. En este tipo de inmunizacion un antigeno determinado es
introducido en el individuo susceptible para asi iniciar la respuesta. Este tipo de
respuesta es especifica contra los epitopes que se encontraban en él y no
contra otros, y cuando el organismo inmunizado se vea expuesto de nuevo a

dicho antigeno en una ocasion ulterior, se generara una respuesta de memoria
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que producira los efectores inmunes necesarios para contener la infeccion o

limitar el dafio."

La especificidad de la respuesta esta condicionada por la estructura
antigénica del agente infeccioso, o sus secuencias proteinicas o subproductos
(toxinas) y se produce entonces una respuesta primaria en el individuo
susceptible vacunado, mediada por los linfocitos B y T. La memoria generada
se expresa en la proteccion dada por los efectores inmunes, anticuerpos y

células T sensibilizadas en una respuesta al mismo antigeno administrado.’
1 e. Vacunas Conjugadas. Definicion, usos y aplicaciones.

En la actualidad, con mayor frecuencia se investiga la manera de favorecer
eficientemente la generacién de respuesta inmunoldgica con sustancias que
poseen una estructura molecular muy sencilla o pequefia y que a primer
instancia, por sus propiedades fisicoquimicas no podrian considerarse como
candidatos a ser utilizados como materia prima para la sintesis y disefio de una
vacuna, tal es el caso de los polisacaridos que recubren las paredes de las
bacterias Gram (-) o moléculas como las que se usan en proyectos de

investigacion de vacunas de caracter anti adictivo.?

En el caso de las vacunas que estan compuestas por polisacaridos de las
paredes celulares de bacterias Gram (-), su principal limitacién es su
incapacidad para activar a las células Ty. Activan las células B del tipo 2 (TI-2)
de una forma independiente del timo, lo que tiene como consecuencia la
produccioén de IgM pero poco cambio de clase, maduracion nula de la afinidad y

poco desarrollo, en el mejor de los casos, de células de memoria. 2

Como las células Ty no participan en la reaccion, la vacuna derivada de
dichos polisacaridos puede activar células B de memoria, especificas de IgA
que se generaron con anterioridad con la exposicion natural de las superficies

mucosas a los antigenos bacterianos.?

Una manera de hacer participar a las células Ty en la reaccion a un antigeno
polisacarido consiste en conjugarlo o enlazarlo de manera covalente a una
proteina acarreadora, como el toxoide tetanico por citar un ejemplo. El

conjugado de polisacarido y proteina es mucho mas inmunogénico que el
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polisacarido por si solo y, puesto que activa a las células Ty permite el cambio
de clase desde la IgM hacia la IgA. Este tipo de vacunas que se componen de
una molécula de una sustancia pobremente antigénica, unida a una proteina
acarreadora para aumentar su nivel de inmunogénicidad, reciben propiamente
el nombre de vacunas conjugadas. Aunque este tipo de vacunas pueden
inducir células B de memoria, no lo pueden hacer con células T de memoria

especificas para el agente patc')geno.2

En el siguiente inciso se describira de forma general los conceptos
fundamentales para comprender la conjugacién de haptenos a proteinas y los

principales procedimientos involucrados en dicho proceso.
1 f. Conjugacién de haptenos a proteinas.

La preparacibn de conjugados hapteno-proteina constituye una etapa
intermedia en la preparacion de determinado tipo de inmunogéno, sobre todo
cuando es necesaria la produccion de anticuerpos especificos contra

sustancias que no son inmunogénicas (Abs anti-hapteno).

En general los haptenos se caracterizan por ser moléculas de una amplia
diversidad de grupos funcionales. Dada la gran variedad de haptenos, existen

numerosas vias para la preparacion de dichos conjugados.

El término hapteno fue sugerido, por primera vez por Landsteiner en 19217, a
partir de entonces varios autores (Fieser, Davis, Stryer, Piatkin, etc.) se han
referido al término hapteno de varias formas, entre ellas destacan las que
definen a los haptenos como sustancias carentes de capacidad inmunogénica,
que reaccionan selectivamente con anticuerpos especificos. Otra definicidon
indica que, los haptenos son moléculas foraneas y pequefas que no tienen la
posibilidad de estimular la formacion de anticuerpos; sin embargo, pueden
intervenir en dicha formacion si se encuentran enlazados a especies

moleculares portadoras de grupos quimicos o determinantes antigénicos.

De lo anterior se sugiere que, los haptenos son sustancias de naturaleza
quimica sencilla, casi siempre de bajo peso molecular, que son incapaces de

activar por si solas el sistema inmunolégico, pero cuando se acoplan o
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conjugan a algun sustrato proteico en inmunogénico, pueden comportarse

COmMOo iNnMuNOgenos.

Frecuentemente, son sus inmunodeterminantes especificos los que
distinguen a los haptenos de otras moléculas relacionadas. El uso de estos
grupos funcionales para formar el enlace en el conjugado, disminuye la
especificidad de los anticuerpos antihaptenos. Anteriormente, en pruebas
realizadas con morfina donde se obtuvieron anticuerpos especificos contra la 3-
O-carboximetilmorfina acoplada a la seroalbumina bovina (BSA), se determin6

que dichos anticuerpos reconocieron mejor a la codeina que a la morfina.®

Muchas macromoléculas han sido conjugadas con haptenos para la

preparacion de:

- Complejos inmunogénicos hapteno-proteina para la produccién de
anticuerpos antihaptenos,

- Reactivos para la deteccion de haptenos mediante ensayos
inmunoenzimaticos (EIA),

- Y reactivos, los cuales, conjuntamente con los anticuerpos restringen o

incrementan la aplicabilidad del EIA en fase solida.

Para poder realizar una inmunizacion, es necesario un determinado numero
de grupos haptenos por cada molécula de proteina (comunmente de 8 a 25
moléculas del hapteno a conjugar, por cada molécula de BSA), el anticuerpo es
dirigido primeramente a la parte del hapteno que se encuentra mas alejado del

sitio donde se encuentra el enlace con la proteina.

En la conjugacion de haptenos, es importante la eleccion del portador. Los
mas comunes son seroalbuminas de varias especies, generalmente las que
son solubles en agua, como la ovalbumina, entre otras proteinas altamente

inmunogénicas como la hemocianina (KLH), trioglobulina o fibrinbgeno.

La union de los haptenos a las proteinas, generalmente ocurre por los grupos
mas reactivos de las proteinas: ¢- y a- amino (pKa 10 y 8, respectivamente),

fendlico, sulfhidrilo (pKa 9), imidazélico (pKa 7) y carboxilico (pKa 2-4).8
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Los procedimientos para lograr la conjugaciéon de haptenos a proteinas
acarreadoras, estan en correspondencia con los grupos funcionales
aprovechables presentes en la molécula del hapteno en cuestién. Ademas de
la naturaleza de estos grupos aprovechables, hay que tener en cuenta también,

la estabilidad y solubilidad del hapteno.®

1 g. Presentaciones farmacéuticas y formulaciones mas comunes que

poseen las vacunas en el mercado actual.

Como se mencioné anteriormente, las vacunas por lo general estan
compuestas principalmente por el antigeno en cuestion, el cual le confiere la
naturaleza y establece la clase de vacuna que se trata, asi mismo se les
adiciona otro tipo de compuestos que les confieren caracteristicas y
propiedades particulares entre si, tal es el caso de los agentes preservativos
como el timerosal; agentes estabilizadores que ayudan a mantener la
integridad y consistencia del antigeno y también muchas veces las vacunas
estdan embebidas en vehiculos o fases liquidas que ayudan al antigeno a que
genere una respuesta inmunolégica mas robusta al momento de ser

administrado, tal es el caso de los adyuvantes.

En preparaciones farmacéuticas el timerosal se ha utlizado como
conservante de productos farmacéuticos. Ha sido usado en muy pequefas
cantidades en vacunas desde la década de 1930. En aplicaciones topicas ha
sido usado como fungicida o antibacteriano (gotas oftalmicas). La actividad
antibacteriana esta relacionada con la liberacion del etil-Hg después de la
ruptura espontanea y enzimatica del timerosal en etil-Hg y tiosalicilato. A pH
acido el timerosal es bactericida. A pH alcalino o neutro es bacteriostatico y
fungistatico. El timerosal puede ser afiadido al final del proceso de produccién,
desde el producto final a granel hasta el envase final o en el diluyente de una
vacuna liofilizada. El timerosal es usado como un agente inactivador en la
fabricacion de ciertas vacunas (pertussis acelulares). En este proceso, aun
cuando no es usado como conservante, explica la presencia de cantidades
minimas de timerosal en la concentracion final en vacunas (» 2ug/timerosal/ml).
También es usado para evitar la contaminacion bacteriana durante el proceso

de produccion de algunas vacunas (influenza) y para prevenir la contaminacién

10
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bacteriana y fungica de vacunas durante su uso, particularmente de frascos
multidosis. Si bien la probabilidad de contaminacion es muy baja, el uso de
conservantes en vacunas en general y en frascos multidosis en particular no

elimina la posibilidad de contaminacion bacteriana.®

Asi como a cierto tipo de vacunas se les adicionan agentes preservativos
como es el caso del timerosal, también es posible encontrar en el mercado
farmacéutico formulaciones que poseen excipientes llamados adyuvantes (del
latin “adjuvare”-ayudar), que ayudan al antigeno a aumentar la respuesta
inmunolégica en el organismo al cual le es administrado. El mecanismo de
accion de estas sustancias es diverso: inducen la formacion, durante un
periodo de tiempo variado, de un depdsito del antigeno en el sitio primario de
aplicacién o liberacion, aumentando y estimulando su contacto con las células
presentadoras de antigeno. Asi mismo, pueden estimular la secrecion de
citocinas reguladoras. El uso de adyuvantes es esencial cuando se pretende la
produccion de vacunas a partir de moléculas pequenas y péptidos sintéticos
que por lo general suelen ser débilmente inmunogénicos. El adyuvante de
mayor uso médico lo constituyen las sales de aluminio (hidréxido, sulfato), las
cuales se usan en conjunto con toxoides. Otro adyuvante de uso comun,
restringido para uso sélo en animales por las reacciones inflamatorias locales

que produce, es el coadyuvante incompleto de Freund.

Una vez descritos los procesos por los cuales un hapteno se conjuga con una
proteina para convertirse en una vacuna conjugada, y la importancia que tienen
los adyuvantes como excipientes dentro de la formulacion de las vacunas, nos
enfocaremos en los mecanismos que poseen los adyuvantes (principalmente
los que contienen aluminio) para estimular y favorecer a la respuesta inmune,
con el fin de proporcionar un mejor entendimiento y fundamentar de manera
inmunoldgica, el uso que se le dio al adyuvante utilizado durante este proyecto

experimental.

11
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1 h. Mecanismos de estimulacion de la respuesta inmune por medio de

adyuvantes que contienen aluminio.

El efecto que tienen las sales de aluminio como adyuvantes fue reportado por
primera vez en 1926, en base a las observaciones de que una fraccion de
toxoide diftérico que se precipitd en presencia de sales de aluminio, inducia
una respuesta inmune mas robusta que la que inducia una solucion en donde
estaba disuelto dicho toxoide.’® Los adyuvantes que se agregan a las vacunas
que se usan comercialmente en humanos, generalmente son compuestos de
oxihidréxido de aluminio (AIO(OH) comunmente nombrado como hidroxido de
aluminio) o hidroxifosfato de aluminio (Al(OH)x(PO4)y comunmente nombrado
como fosfato de aluminio). Las vacunas que contienen derivados de aluminio
se preparan por la adsorcion de los antigenos a las particulas de los geles de
hidréxido de aluminio o de fosfato de aluminio, o por precipitacion in situ de los
antigenos en una solucion de alum (KAI(SO4)2-12H,0). La dosis habitual de
aluminio utilizado en vacunas para consumo humano es de alrededor de 0,5
mg. La cantidad limite superior permitida de hidréxido de aluminio como
adyuvante para vacunas de uso en humanos, segun lo indicado por la
Organizacion Mundial de la Salud es de 1.25 mg y de 0.85 a 1.25 mg segun lo

reglamentado por la FDA de los Estados Unidos de América.'®

Desde un punto de vista inmunoldgico, las principales desventajas de los
adyuvantes derivados del aluminio, son su escaso o nulo efecto adyuvante con
cierto tipo de antigenos, la inhabilidad de inducir respuestas inmunes mediadas
por células T citotoxicas y la tendencia a inducir respuestas inmunes mediadas
por inmunoglobulinas del tipo IgE, lo que puede provocar predisposicion de

cuadros alérgicos contra la vacuna en individuos susceptibles."

12
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» Inflamacién y reclutamiento de células presentadoras de antigenos
(APCs).

La induccién de la inflamacion por los adyuvantes derivados de hidroxido de
aluminio es de suma importancia para el reclutamiento de las APCs, asi como
para la liberacién de citocinas y otros mediadores que inducen la maduracion y
la activacién de las células dendriticas. Estudios histolégicos reportan que el
edema y la necrosis de algunas fibras musculares, promueven la infiltracién de
neutrofilos a las 24 o 72 horas después de la administracion intramuscular de la
vacuna con el adyuvante derivado de hidroxido de aluminio. También se ha
reportado que 4 dias después de la administracién, un 25 % de las células que
se infiltraron eran eosindfilos, después de 72 horas aparecieron monocitos que
eventualmente incrementaron la inflamacion granulomatosa. Es probable que
estos monocitos se convirtieran en células dendriticas inmaduras una vez que

salieron a los vasos linfaticos que drenan los nédulos linfoides.'?

» Retencion del antigeno en el sitio de administracion.

La formacion de un depdésito en el sitio de administracion que libera lentamente
cantidades de antigeno durante un lapso prolongado de tiempo, ha sido
considerada como el principal mecanismo por el que el hidroxido de aluminio
estimula la respuesta inmune. Estudios sugieren que toma alrededor de tres
dias después de la administracion para que lleguen nuevamente mas células
mononucleares, la retencion del antigeno por este periodo de tiempo, deberia
facilitar la captacion y presentacién del antigeno. Los antigenos pueden ser
retenidos en el sitio de inyeccion inclusive siendo adsorbidos de nuevo por el
adyuvante o quedando atrapados en los espacios disponibles de los agregados

del adyuvante.

Los antigenos que son adsorbidos por cambio de ligando, probablemente
continuen estando adsorbidos después de la administracion, mientras que los
antigenos que se adsorbieron mediante fuerzas electrostaticas son diluidos
bastante rapido una vez que entraron en contacto con el liquido intersticial. No

obstante, algunos antigenos que se liberaron pueden volver a quedar
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atrapados dentro de los agregados formados por las moléculas del adyuvante y
permanecer en el sitio de administracion. Se ha especulado que los antigenos
que quedaron atrapados en los sitios disponibles de los agregados, retrasan
suficientemente la difusion del antigeno desde el sitio de administracion, para

permitir la captacién de los antigenos por medio de la entrada de las APCs."?
» Maduracion de las células dendriticas.

Las vacunas se administran comunmente por inyeccion dentro del musculo
esquelético o tejido subcutaneo. Aunque la iniciacion de la respuesta inmune
ocurre en los nddulos linfaticos, los cuales podrian estar separados por una
distancia considerable del sitio de administracion, es probable que el efecto que
tienen los adyuvantes derivados de aluminio en las células y tejidos cercanos al
sitio de inyeccion sea critico para la estimulacion de la respuesta inmune. La
proporcion de antigeno adsorbido dentro de los geles de hidroxido de aluminio
o fosfato de aluminio, que se difunde por medio de los fluidos intersticial y
linfatico a los noédulos linfoides depende en la capacidad de adsorcion y el
coeficiente de adsorbatividad del adyuvante empleado, asi como también del
grado de desadsorcién que presenta el antigeno una vez dentro del fluido

intersticial."?

Las células dendriticas (DCs) también juegan un papel importante durante el
transporte del antigeno a los nddulos linfaticos y la activacion y presentacion
del antigeno ante las células T no activadas antigeno especificas. Las células
dendriticas inmaduras son altamente eficientes en capturar y captar antigenos
a sus receptores, mediante endocitosis, pinocitosis y fagocitosis. Una vez que
las células dendriticas captan al antigeno en presencia de sefales
estimulatorias, las células dendriticas migran a los nédulos linfaticos a través
de los vasos linfaticos aferentes. Durante su migracion, las células procesan el
antigeno para poder madurar finalmente, y con ello presentar eficientemente
los péptidos antigénicos a las células T, activandolas mediante senales
coestimulatorias, dirigiendo asi la apropiada diferenciacion de las células T
efectoras.’ Se ha demostrado recientemente que los adyuvantes derivados de

aluminio facilitan la habilidad de las células dendriticas para activar a las
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células T CD4" por lo que este tipo de adyuvantes no solo facilitan la captacion
del antigeno, sino que también ayudan a la eficiencia de la presentacion del
mismo antigeno con el incremento en la expresion de moléculas

coestimulatorias. '

Debido a la eficiente activacion de las células dendriticas por moléculas
microbianas via Receptores Toll (TLRs), no es de sorprender que la mayoria de
los productos microbianos actuen como potentes adyuvantes. Probablemente,
los adyuvantes derivados de aluminio no actuen via TLR, debido a que el
hidroxido de aluminio fue un adyuvante efectivo en ratones que carecian de
MyD-88, una molécula facilitadora en el sefialamiento del mecanismo de
activacion para TLR ', también cabe sefialar que la naturaleza de sal mineral
que presenta el hidréxido de aluminio es otro factor que lo inhabilita para
desencadenar una respuesta inmune a través de TLRs. No obstante, se ha
demostrado que los monocitos que circulaban por el torrente sanguineo de los
humanos que fueron administrados con toxoide tetanico adsorbido en hidroxido
de aluminio, indujeron mucho mejor la proliferacion de las células T autologas,
que los monocitos activados con toxoide tetanico en solucion.” Lo que
correlaciona con un incremento en la captacion del toxoide tetanico que fue
adsorbido en el hidréxido de aluminio y la induccién de secrecion de IL-1. Las
particulas del gel de hidroxido de aluminio son <10 um de diametro y por ende
pueden ser mas eficientemente captadas por medio de fagocitosis que los
antigenos en solucion. Recientes estudios muestran que el hidroxido de
aluminio incrementa la expresién del MHC Il y cierta cantidad de moléculas
coestimulatorias de monocitos que se encuentran dentro del torrente
sanguineo, acompafado por un incremento en mMRNA que expresa para IL-4 y
un modesto incremento de IL-1, TNF e IL-6. La mayoria de estos monocitos se
diferenciaron en células dendriticas, como lo indico su morfologia y el
incremento en la expresion de CD83, un marcador de células dendriticas
maduras. La neutralizacién de IL-4 y la reduccién de los linfocitos T CD4"
abolieron el incremento de MHC Il en las células monociticas, lo que sugiere
que el efecto del hidréxido de aluminio en estas células fue indirecto. Los
adyuvantes derivados del hidroxido de aluminio también pueden activar a las

células presentadoras de antigenos de forma indirecta, debido a que al
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administrar este adyuvante de forma intramuscular causa dafiado en el tejido y
necrosis de algunas fibras de musculo esquelético, recientes estudios sugieren
que la necrosis celular libera ciertas moléculas que aun no son identificadas,

las cuales ayudan también a activar a las células dendriticas. "

> Estimulacién de la respuesta inmune de tipo 2 por adyuvantes derivados
del hidroxido de aluminio.

La activacion del sistema inmune puede dirigirse hacia dos tipos de respuestas.
La respuesta inmune de tipo 1 esta mediada principalmente por células y se
caracteriza por la expresion de IFN-y; la respuesta inmune de tipo 2 es una
respuesta mediada principalmente por anticuerpos, caracterizada por la
expresion de IL-4, IL-5 e IL-13. El control del tipo de la respuesta inmune es
complejo e incluye factores genéticos, dosis de antigeno y la naturaleza del
agente infeccioso. Pese a esto, se sabe que los adyuvantes ejercen una fuerte
influencia en el tipo de respuesta inmune que se sigue en un esquema de
vacunacion, asi entonces el hidroxido de aluminio estimula selectivamente la

respuesta inmune de tipo 2.

Ya se ha mencionado que las células dendriticas son las que transportan al
antigeno desde el sitio de vacunacion al sitio en donde se encuentran los
nodulos linfaticos en donde finalmente presentaran su antigeno ante las células
T especificas. En adicién, las células dendriticas aparecen para facilitar el
transporte del antigeno desde el punto de inyeccion a las células T de los
nodulos linfaticos e instruir a las células T ayudadoras CD4" para que se
diferencien en células efectoras Ty1(que se caracterizan por la secrecion de
IFN-y) o TH2 (que secretan IL-4 e IL-5). La IL-2 juega un papel importante en la
estimulacion de la diferenciacion de las células Ty1 e induce la expresion de
IFN-y por medio de las células T y las células NK, y es secretada
principalmente por células dendriticas y macrofagos. Las células dendriticas
que maduraron bajo la presencia de la IL-2 estimularon pobremente la
diferenciacién de las células T CD4" hacia células Tu1. En usencia de IL-2, las

células dendriticas pueden inducir la diferenciacion de las células TH2.
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La IL-4 promueve la respuesta inmune de tipo 2 e inhibe a la respuesta inmune
de tipo 1. La delecién funcional del gen que expresa para IL-4 no interfirié con
el efecto adyuvante del hidroxido de aluminio y no afecto la diferenciacion de
las células Tn2 al continuar la secrecién de IL-5. Sin embargo, en ausencia de
IL-4, el hidréxido de aluminio induce anticuerpos IgG2a especificos para
antigenos y la secrecion de IFN-y por medio de células T lo que senald la
iniciaciéon de una clasica respuesta inmune de tipo 1. Es por eso que se
considera a la IL-4 y la IL-3 indispensables para que el efecto del adyuvante
induzca el inicio de la respuesta inmune de tipo 2. Lo que concuerda con la
observacion de que la IL-4 suprime la secrecion de la IL-2 por las células

dendriticas.™

1. Aspectos quimicos y farmacolégicos de la morfina y de la heroina.

La morfina es un alcaloide muy potente del tipo de las bencilisoquinolinas
(forma hidratada, C47H19NO3H,O) que actua directamente sobre el sistema

nervioso central (SNC) para aliviar el dolor.

Morfina Heroina

Figura 1. Representacion esquematica de la estructura quimica de la morfina y la heroina.

La morfina representa el alcaloide mas representativo y principal agente
activo del opio (opio adormidera, Papaver somniferum) que contiene del 10% al
20% de la masa total del jugo que se obtiene al drenar a la planta de la
amapola, presentando también compuestos fenantrénicos similares tales como
la codeina (0.5%) o la tebaina (0.2%) y muchas otras bencilisoquinolinas como
por ejemplo la papaverina (1.0%) y la noscapina (6.0%). Sin embargo, la

morfina representa el prototipo de narcético convencional, usada como
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referencia al comparar las estructuras de otros compuestos sintéticos o
semisintéticos (como por ejemplo, derivados de la misma morfina,
benzomorfinas, metadona, fenilpiperidinas, etc.) que por lo general son de uso
clinico.®" Basandonos en la estructura fenantrénica de la morfina, esta
sustancia ha demostrado ser capaz de unirse a diversos receptores de
membrana del tipo opioides (como los receptores u, O, K) clonados de tejido
neural en mamiferos; siendo la morfina la mas susceptible a unirse con mayor
afinidad y selectividad al receptor opioide del subtipo uy (K; = 1.6-2.5 nM), que
es el receptor que regula un considerable numero de bioactividades

fisiologicas.'

Basandonos en la alta afinidad y especificidad que tiene la morfina para el
receptor opioide y, este tipo de narcético tiene un amplio espectro de efectos
adversos, que varian desde los moderados hasta los mas intensos como la
euforia/disforia, dificultades respiratorias, nauseas, vomitos, sedacion,
hipotensidn, retencién urinaria, constipacién y por supuesto, la adiccion a este

tipo de compuestos.'’

La mayoria de los efectos farmacoldgicos de la heroina son similares a los de
la morfina debido a la similitud que existe entre las estructuras moleculares de
ambos compuestos, compartiendo asi un perfil farmacolégico similar al de la
morfina para producir analgesia, sedacion, inhibicién de la motilidad intestinal y

depresion de la funcion del sistema inmune.?

Sin embargo, la heroina posee diferentes parametros fisicoquimicos que la
distinguen de la morfina. Por ejemplo, si nos basamos en las pequefas
diferencias estructurales que hay entre las moléculas de la morfina y la heroina,
la heroina posee un alto grado de lipofilicidad, por lo que es rapidamente
absorbida por los compartimientos bioldgicos, siendo asi mucho mas
permeable a la barrera hematoencefalica que la morfina debido a su naturaleza
hidrofobica.?® Por otra parte, estudios actuales basados en las propiedades
fisicoquimicas de la molécula de la diacetilmorfina, clasifican a la heroina como
un precursor de los metabdlitos activos de la morfina, con un alto grado de

lipofilicidad, lo que en conjunto contribuye a los potentes efectos inducidos
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después de que la diacetiimorfina ha sido metabolizada, indistintamente de la

via de administracion (intravenosa, intranasal o inalada).?'

1 j. Farmacoterapia para el tratamiento de la dependencia a opiaceos.
(Tratamientos actuales de farmacologia clasica para la adicciéon a

opiaceos y sus limitaciones clinicas).

Actualmente, existen muy pocos tratamientos farmacoldgicos disefiados a
modificar algunos de los mecanismos farmacodinamicos por los que la morfina
y la heroina producen reincidencia en el individuo adicto a este tipo de
sustancias, una vez que llegan a unirse a los receptores especificos
neuronales. La desintoxicacion aguda representa el primer y mas socorrido
tratamiento terapéutico usado clinicamente en sujetos con adiccion cronica a
los opiaceos, el cual se ha vuelto prioritario dentro del ambito de la clinica y las
emergencias médicas para aliviar los sintomas y signos fisicos propios que
aparecen durante el lapso de abstinencia a este tipo de sustancias; los cuales
son comunmente asociados con descompensaciones fisiologicas,
endocrindlogas y quimicas inducidas por la adiccidén a opiaceos. Por ejemplo, el
receptor opioide y es parcialmente agonizado con sustancias tales como la
metadona y la buprenorfina en combinaciéon con benzodiacepinas o sedantes
neurolépticos que son prescritos y administrados comunmente durante los

tratamientos para la desintoxicacién aguda a opiaceos."

Otro tipo de terapia usada para el tratamiento de la adiccién a opiaceos es
donde se usan sustancias como la metadona y la buprenorfina, asi como otras
sustancias que son antagonistas del receptor opiode p, como por ejemplo
naloxona, naltrexona o la combinacion de ambas, la cual es una medida no
recomendada totalmente durante el proceso de abstinencia, debido a que se
exacerba la demanda en el consumo de las sustancias opioides originales que
eran consumidas por el adicto, y que lo llevaron al estado de adiccion inicial en
dicho individuo. Bajo condiciones normales, el tratamiento y cuidado necesario
para un individuo que esta pasando por el sindrome de abstinencia, requiere la
hospitalizacién y cuidado clinico bajo la supervisidon de personal médico, lo que
comunmente resulta ser un procedimiento altamente costoso para el paciente y

sus familiares."’
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Asi entonces, los principales obstaculos a los que se enfrentan los
tratamientos farmacoldgicos contra el abuso a opiodes, estan relacionados con
los efectos toxicologicos que resultan de usar a largo plazo uno o la

combinacidén de los agentes farmacoldgicos descritos anteriormente.?

Adicionalmente, los agonistas de los receptores adrenérgicos a; como la
clonidina, guanfacina o la lofexidina, representan otro conjunto de compuestos
usados ultimamente con suma frecuencia en las terapias para aliviar los signos
y sintomas del sindrome de abstinencia, causado por la supresion abrupta a las
sustancias del tipo opiode. Sin embargo, ademas de su amplio uso en las
terapias de desintoxicacion a largo plazo o tratamientos para mantener la
abstinencia en el consumo de opiodes, estas sustancias han mostrado que
también inducen graves efectos adversos, por ejemplo la metadona,
buprenorfina y la pentazocina se ha reportado que producen desordenes del
suefo, cuadros de ansiedad y grave deterioro cognitivo y emocional. En
adicion, los agonistas de los receptores adrenérgicos a» se ha reportado que
producen sedacion, hipotension, ansiedad extrema y astenia cuando se han
administrado por periodos de tiempo largos, ademas otro tipo de estudios ha
revelado que la administracién a largo plazo de antagonistas del receptor
opioide y como la naloxona y la naltrexona ocasionan que se bloqueen los
sistemas de transmisiéon de opiodes de tipo enddégeno (encefalinas y
endorfinas) que se llevan a cabo en las sinapsis cerebrales, lo que conlleva a
que el paciente presente con frecuencia efectos emocionales negativos, como

ansiedad o depresion.?

Con esto, podemos concluir que la mayoria de los tratamientos
farmacoldgicos citados con anterioridad, para la terapéutica de la adiccion a
opiaceos, en su mayoria presentan problemas relacionados con los efectos
adversos que se suscitan cuando las sustancias terapéuticas son
administradas durante periodos largos de tiempo, es por ello que la mayoria de
los pacientes que se someten a este tipo de tratamientos los abandonan cerca

del primer afio del periodo de abstinencia.'’

Las estadisticas en la actualidad revelan que, en Europa y Norteamérica

existen cerca de dos a cuatro millones de personas adictas a la morfina o a la
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heroina, y que del uno al dos por ciento de dicha poblacion mueren
prematuramente cada afo, principalmente a causa de la hepatitis C o por
infeccién de VIH, como consecuencia de los habitos que poseen los adictos a
la heroina de administrase dicha sustancia por via intravenosa

principalmente.?

Todo lo mencionado anteriormente con relacion a las deficiencias que poseen
los tratamientos farmacolégicos de tipo convencional, contra el abuso a las
sustancias opiodes, ha dado lugar a que se desarrollen nuevas alternativas
terapéuticas no solamente para la morfina y la heroina, sino también para los
otros tipos de sustancias adictivas como son la cocaina o la nicotina. Estas
otras alternativas terapéuticas, estan basadas en formulaciones farmacoldgicas
con potencial farmacodinamico que disminuyan al maximo los efectos adversos
cuando sean usadas en terapias a largo plazo, como las que conllevan a
mantener y cuidar el grado de abstinencia de los pacientes adictos ya sea a la

morfina o a la heroina."’

1 k. Fundamentos y bases inmunolégicas para explicar el esquema de

inmunizacion convencional utilizando a la vacuna de M-TT.

El primer paso para poder iniciar con un esquema de inmunizacion activa
utilizando un hapteno como lo es la molécula de la morfina o la heroina, es
precisamente el disefio y la sintesis de una vacuna conjugada donde una de
estas dos drogas de abuso estén quimicamente, e irreversiblemente enlazadas
a una proteina que sea altamente inmunogénica y al mismo tiempo posea una
alta masa molecular (proteina acarreadora), debido a que tanto la morfina
como la heroina poseen una masa molecular muy pequefia y una estructura
molecular relativamente simple, esto ocasiona que sean incapaces por si solas
de generar un entrecruzamiento por parte de los receptores moleculares de
superficie para IgM especificos de los linfocitos B y asi poder activar una
respuesta inmunoldgica capaz de generar anticuerpos especificos para el

reconocimiento de las estructuras de dichos opiaceos.”

Tan pronto como se administra una formulacion que contiene al conjugado
inmunogénico de la vacuna M-TT en un sujeto de experimentacion, se deberia

de activar una respuesta inmune humoral clasica, dentro de un lapso de tiempo
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de 5 a 10 dias.?® Donde las células B no activadas deberian ser estimuladas
por los determinantes antigénicos del complejo proteina acarreadora-droga
conjugada (hapteno) y asi convertirse en células diferenciadas secretoras de
anticuerpos, que en su mayoria son del isotipo IgM especificos para los
antigenos contenidos en la vacuna de M-TT, incluidos los epitopos
determinantes de nuestro hapteno, es decir ciertas estructuras especiales de

la molécula de la morfina/heroina."’

Algunas de las células B secretoras de anticuerpos, podrian sobrevivir en la
médula ésea y continuar produciendo anticuerpos por largos periodos de
tiempo. Las células B de memoria, cuya vida media es larga, podrian también
ser generadas durante la respuesta humoral primaria. Una respuesta
inmunogénica secundaria podria ser suscitada solamente si los mismos
antigenos de la vacuna de M-TT son administrados en repetidas ocasiones y
estimular de esta manera a las células B de memoria, permitiendo asi una
diferenciaciéon y proliferacion mas rapida de cantidades considerables de
anticuerpos especificos, como los producidos durante la respuesta primaria. La
subsecuente administracién de los haptenos propios de la vacuna de M-TT,
deberian de activar una clasica respuesta inmune secundaria, durante un
periodo de tiempo no mayor a 1 o 3 dias.* Durante esta respuesta
inmunoldgica la cantidad de anticuerpos especificos incrementa su
concentracion, variando de un isotipo a otro (por ejemplo de IgM a IgG),
mostrando maduracion en la afinidad debido las repetidas exposiciones a los
mismos antigenos propios del conjugado: proteina acarreadora-antigenos de

drogas de abuso.?

La mayoria de los anticuerpos del tipo IgG poseen un tiempo de vida media
en sangre de entre 3 a 4 semanas, y son normalmente eliminados del
organismo cerca de los 21 a 30 dias después de la ultima vacunacion. Debido
a que la activacion de los linfocitos B requiere del reconocimiento y unién a su
superficie de los anticuerpos generados contra la vacuna de M-TT, se requiere
de la estimulacién de dichos anticuerpos, para eso es necesario administrar en
forma periddica la preparacion del conjugado inmunogénico de proteina
acarreadora-morfina/heroina y asi estimular al sistema inmune a generar una

mayor cantidad de anticuerpos antidroga y con ello mantener elevado el nivel
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de este tipo de anticuerpos circulando en el suero de cada uno de los sujetos
de investigacion sometidos a dichos esquemas inmunoldgicos. Se ha visto con
anterioridad que dentro de los 3 a 6 meses subsecuentes a la ultima aplicacién
del conjugado inmunogénico, los niveles de este tipo de anticuerpos
especificos decae hasta un grado en el cual son indetectables por algun

método inmunoquimico con lo son los ensayos de ELISA o los RIAs."”
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Il. ANTECEDENTES

La posibilidad de efectuar un proceso de vacunacion activa enfocado al
tratamiento de la adiccidn a la heroina fue estudiado alrededor de unos 30 afios
atras por Bonese y colaboradores.® Los cuales mostraron que la respuesta
mantenida por este opioide fue selectivamente abolida después de la
inmunizacién activa con un derivado inmunogénico de este enervante, el
conjugado de la morfina-6-hemissucinil-BSA (M-6-H-BSA), mismo que se
administro en monos Rhesus entrenados para auto administrarse heroina. De
manera sorpresiva, no hubo mayor avance en cuanto a los estudios de
investigacion con otros modelos de vacunas anti opiaceos apropiados para uso
humano y que no tuvieran como base de sintesis a la BSA como proteina
acarreadora. No fue hasta el 2006, que se publicé un articulo de investigacién
en donde se exponian los ensayos y estudios realizados por el equipo de
trabajo del Dr. Anton y colaboradores en donde se propone la validacién a nivel
pre-clinico de un nuevo modelo estructural para la vacuna anti heroina

disenada para uso clinico en seres humanos.
2 a. Vacuna M-TT, diseino y funcionabilidad.

Inicialmente, el quipo de trabajo del Dr. Anton se aboco al disefio y sintesis de
un nuevo modelo de vacuna anti morfina compuesta por un conjugado
inmunogénico ideal para su uso en humanos, el cual estda compuesto por el
Toxoide Tetanico como proteina acarreadora, la cual se une de manera
covalente a la morfina dando lugar asi a la vacuna denominada M-TT (Morfina-
Toxoide Tetanico), misma que se ha demostrado que es capaz de generar una
respuesta inmunolégica lo suficiente robusta como para sostener altos titulos

de anticuerpos por la via de vacunacion activa.*

En el conjugado M-TT, la morfina se ha haptenizado de forma covalente a los
grupos €-amino que quedaron libres del lado de la cadena de residuos de lisina
de la proteina acarreadora (toxoide tetanico (TT)), la cual es una proteina
altamente inmunogénica, usando un brazo espaciador de una longitud

aproximada de 20.15 amstrongs.*
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Se ha demostrado que la longitud del brazo espaciador y la manera en que
este es colocado entre la proteina acarreadora y la molécula de morfina,
separa lo suficientemente entre si a estas dos sustancias, y las orienta en el
espacio de forma tal que al final, el brazo espaciador es el que ayuda a que el

conjugado de la vacuna de M-TT sea altamente inmunogénico.?

La vacuna de M-TT no solamente usa una proteina acarreadora altamente
inmunogénica y aprobada por la FDA para uso humano?’, sino que también
cuenta con el brazo espaciador el cual es del doble del tamafio del que
comunmente se utiliza en otros conjugados de morfina-6-hemisuccinil-BSA que
son covalentemente haptenizados al grupo hidroxilo de la posicién 6, a través

de dos uniones amida que lo vuelven aln mas estable.*

El brazo espaciador esta formado por una cadena alifatica de atomos de
carbono de baja complejidad estructural, lo que reduce su papel como un
determinante inmunogénico cuando la morfina haptenizada a él es expuesta a

las células del sistema inmune.*
2 b. Inmunogénicidad de la vacuna M-TT.

Se sabe de antemano que la vacuna M-TT es una vacuna capaz de generar
una respuesta inmunolégica lo suficientemente robusta como para generar
titulos de anticuerpos bastante altos después de una cuarta revacunacion en
los animales experimentales que han sido expuestos a esquemas de
inmunizacidon usando dicho conjugado inmunogénico. No obstante se observo
que la vacuna M-TT no soOlo es capaz de generar una respuesta inmune
robusta, sino que también los titulos de anticuerpos obtenidos fueron mayores
que los que habian sido reportados con anterioridad en estudios de
inmunogenicidad para otras vacunas antidrogas probadas en ratas, siendo casi
de un orden de magnitud mayor que los mejores titulos obtenidos en estudios

de vacunas administradas en humanos.

Por su naturaleza fisicoquimica, la morfina es una sustancia pobremente
inmunogénica por si sola, es por eso que se argumenta que los altos titulos de
anticuerpos obtenidos al administrar dicha vacuna son obtenidos gracias al alto

poder inmunogenico que posee el toxoide tetanico, el cual es la proteina
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acarreadora usada en la sintesis de la vacuna M-TT, asi también la naturaleza
quimica y la longitud del brazo espaciador le confiere a la morfina haptenizada
la suficiente libertad espacial dentro del conjugado para volverse una vacuna

altamente inmunogénica y antigénica para el sistema inmune.*
2 c. Efectos terapéuticos de la vacuna M-TT.

La vacuna M-TT introduce dos novedosas ventajas estructurales que nunca
antes se habian propuesto en otros conjugados inmunogénicos similares,
incluido el conjugado pionero M-6-H BSA usado por Bonese y colaboradores.®
La primera ventaja estructural, es el uso del toxoide tetanico como proteina
acarreadora, el cual es una proteina altamente inmunogénica y al mismo
tiempo es una proteina cuyo uso en humanos esta regulado y permitido por la
FDA. La otra ventaja que posee dicha vacuna es la presencia en su estructura
quimica, de un brazo espaciador formado por una cadena alifatica de residuos
de atomos de carbono, el cual es lo suficiente largo como para separar y al
mismo tiempo unir en forma covalente la morfina a la proteina acarreadora,

usando dos puentes amida los suficientemente estables.

Aunque recientes estudios sugieren que la vacuna M-TT representa un
atractivo candidato para ser usado en pruebas clinicas de fase | para evaluar
su seguridad e inmunogenicidad como posible medicamento contra la adiccién
a la heroina y/o morfina, se deberian de realizar estudios adicionales dirigidos a
evaluar los posibles efectos toxicos que dicha vacuna pudiera llegar a tener en
otras especies de animales experimentales, como por ejemplo conejos o
primates. Sin embargo, se deberia implementar un programa de ensayos
clinicos con el fin de evaluar la eficacia y la seguridad inmunogénica de la
vacuna de M-TT en pacientes que voluntariamente desearan ser expuestos a

estos tipos de pruebas.*

Debido a que los anticuerpos generados después de la inmunizacion con la
vacuna M-TT no pueden cruzar la barrera hematoencefalica, se esperaria que
los efectos de este tipo de anticuerpos no fueran de naturaleza psicoactiva. Es
por eso que el uso de la vacuna M-TT pudiera servir como una alternativa
dentro de la gama de tratamientos relacionados con la adiccion y la prolongada

abstinencia a este opioide, donde se usan agentes farmacolégicos clasicos
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como la metadona, el levo-a-acetiimetadiol (LAA) o la buprenorfina, que

mimetiza la accion de la heroina a nivel de los receptores para opioides.

El uso de la vacuna M-TT en combinacion con las terapias farmacolégicas
existentes, podria ser util para reducir la duracion del uso de los sustitutos
adictivos, donde se ha observado que desarrollan nocivos efectos secundarios
cuando se administran en periodos a largo plazo, lo que finalmente contribuye
a la alta incidencia en el abandono de este tipo de tratamientos y

consecuentemente a la recaida en el consumo de la heroina.

La vacuna M-TT podria ser usada como una terapia alternativa para el
tratamiento de la adiccién a la heroina, en paises donde la prescripcion médica
y la autorizacion de los agentes farmacologicos como la metadona y la

buprenorfina/naloxona atin no estuvieran disponibles.*
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ll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION.

En el laboratorio de Neurobiologia Molecular y Neuroquimica de Adicciones del
Instituto Nacional de Psiquiatria “Ramén de la Fuente Mufiz”, se desarrollé un
proyecto de investigacion orientado hacia la formulacion, evaluacion,
determinacién e identificacion del formulado mas éptimo y adecuado para la
vacuna de M-TT, la cual se ha probado en grupos experimentales de ratones
BALB-C hembras y se ha observado con anterioridad que es una vacuna capaz
de estimular una respuesta inmunoldgica lo suficientemente robusta y por lo
tanto capaz de formar inmunoglobulinas G, capaces de reconocer epitopos de
la molécula de morfina.* Sin embargo, después de haber sido sintetizada y
purificada, la vacuna M-TT es congelada en alicuotas a -20°C para su

almacenaje y conservacion hasta el momento en que es usada.

Debido a que se proyecta el escalamiento piloto de la sintesis de la vacuna
de M-TT, se presentd la necesidad de generar nuevas formas de almacenar y
formular a la vacuna, para asi poder facilitar el proceso de manufactura e
industrializacién de la misma, y al mismo tiempo optimizar su posible uso a
futuro en pacientes que se encuentren incorporados a un tratamiento anti

adictivo o para uso en el ambito clinico.

Para desarrollar el objetivo general del proyecto sobre la formulacion,
identificacion y determinacion del formulado farmacéutico 6ptimo para llevar a
cabo la preparaciéon de la vacuna M-TT, fue necesario plantear un esquema de
vacunacion activa para tres grupos diferentes de 8 sujetos experimentales cada
uno, que en este caso fueron ratones hembra BALB-C de 6 semanas de
nacidas al momento de iniciar dicho protocolo experimental. Por otra parte, se
sintetizé un lote de vacuna M-TT con el que se prepararon cada uno de los
distintos formulados que fueron estudiados en este trabajo. La cuantificacién y
monitoreo de la respuesta inmunoldgica que levantaron cada uno de los
formulados farmacéuticos se determind mediante la realizacién de ensayos de
ELISA por captura de anticuerpo, mismos que fueron ensayados conforme se
obtuvieron cada una de las muestras provenientes de los sangrados realizados

a todos y cada uno de los sujetos de experimentacion.
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IV. OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL:

> El objetivo de este trabajo de tesis de licenciatura, es el de cuantificar por
medio de ensayos de ELISA por captura de anticuerpo la respuesta
inmunoldgica que desarrollan tres distintos formulados de la vacuna de
M-TT.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

> Estudiar la respuesta inmunolégica que presentan los distintos formulados

gue se prepararon para la vacuna de M-TT.

» Determinar si el proceso de liofilizacién, resuspension con agua estéril y
posterior alicuotado y congelamiento a -20 °C de la vacuna M-TT, afecta la
potencia inmunoldgica de la misma, en comparacién con la fraccion de
vacuna M-TT que solamente se alicuoté y se congelo a -20°C

inmediatamente después de su sintesis.

» Determinar si el formulado que presenta la vacuna de M-TT en forma de
suspension conteniendo timerosal como agente preservativo, es capaz de
generar una respuesta inmunoldgica igual o mejor que la que genera la
vacuna de M-TT que se encuentra en alicuotas congeladas listas para

descongelarse y formularse al momento de ser utilizadas.

» Determinar si el formulado que presenta la vacuna de M-TT en forma de
liofilizado para ser re suspendido con agua estéril al momento de usarse, es
capaz de generar una respuesta inmunoldgica igual o mejor a la que genera
la vacuna de M-TT que se encuentra en alicuotas congeladas listas para

descongelarse y formularse al momento de ser utilizadas.

» Determinar finalmente cual de los tres formulados que se prepararon para la
vacuna de M-TT, es el 6ptimo para fines de almacenaje, envasado y
manufactura a nivel industrial para la posible comercializacion de dicha

vacuna.
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V. MATERIALES Y METODOS.

En el laboratorio de Neurobiologia Molecular y Neuroquimica de adicciones se
llevd a cabo la sintesis de un lote de vacuna M-TT la cual quedd disuelta en
solucién PBS y conservado en alicuotas a -20°C. Dichas alicuotas de vacuna
M-TT disuelta en solucion PBS, se usaron para la creacion de las diversas
formulaciones que se estudiaron. Posteriormente se procedié a determinar
mediante una serie de ensayos de ELISA por captura de anticuerpo la potencia
inmunogénica de dicho lote de vacuna bivalente morfina-heroina (M-TT), en un
grupo de ocho ratones BALB-C hembras de 6 semanas de edad, que fueron
inmunizadas en seis ocasiones con dosis de 100 pg de M-TT/100 pL,
empleando como adyuvante hidréxido de aluminio (IMJECT ALUM PIERCE®),
realizandose la colecta de muestras sanguineas cada catorce dias. Los
resultados obtenidos a partir de dichos ensayos indicaron que la potencia
inmunogénica de dicha vacuna es lo suficientemente robusta como para poder
generar una respuesta inmune en el organismo de cada uno de los sujetos
sometidos a dicho ensayo y generar altos titulos de anticuerpos capaces de

reconocer a la molécula de la morfina-heroina.

A partir de lo anterior, se planteé la necesidad de determinar la formulacion
Optima para poder cumplir con el objetivo de almacenar, transportar, y
manufacturar a dicha vacuna, y al mismo tiempo, conservar integramente las
propiedades inmunoldgicas que posee. De esta cuestion nacid la idea y la
propuesta del proyecto experimental para llevar a cabo este trabajo de tesis de

licenciatura para obtener el titulo de Quimico Farmacéutico Bioldgico.

A. Justificacion y Planteamiento de las diversas formulaciones de

vacuna MTT.

Con el fin de cumplir satisfactoriamente con los objetivos planteados para este
proyecto experimental de tesis de licenciatura, se procedié a formular las

siguientes propuestas de presentaciones farmacéuticas para la vacuna M-TT.

a) Se sintetizé la vacuna, se alicuotd en solucion, preservandose mediante

congelacion a -20°C.
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b) Se liofiliza una fraccion de dicha vacuna, se re-suspende con agua
estéril, y se alicuota en solucién, preservandose mediante congelacion a
-20°C.

c) Se formula y se adiciona un agente preservativo (timerosal), se alicuotan
las dosis, cerrandose al vacio y sellando con tapa de aluminio.

Preservandola mediante refrigeracion a 4°C.

d) Se formula y liofiliza en alicuotas como vacuna individual para ser

posteriormente reconstituida con agua estéril, y se almacena a 4°C.

e) Se contemplo también un grupo control constituido por solucion
PBS 0.1 M, pH=7.4 + IMJECT ALUM PIERCE® + solucion de timerosal
al 0.05%.

Asi mismo, para determinar la potencia inmunogénica de dichos formulados
farmacéuticos, se requirié usar ratones BALB-C hembras de 6 semanas de
edad. Conformandose grupos de 8 sujetos de experimentacién cada uno.
Todos los grupos (incisos a —d) recibieron dosis de 100ug de M-TT /100 pL
solucion. ElI numero total de inmunizaciones por cada sujeto de
experimentacion fue de seis inoculaciones. En relacion al segundo grupo
control sobre toxicidad del timerosal, estuvo constituido por un grupo de 6
ratones, y también cada sujeto experimental recibié un total de seis
vacunaciones cada 14 dias, conforme a lo acordado en el protocolo

experimental.
Las tomas de muestras sanguineas se realizaron de la siguiente manera:
a) Sangrado preinmune.

b) Se tomaron muestras sanguineas cada catorce dias posteriores a la

correspondiente inmunizacion.

c) Centrifugado de las muestras para separar el coagulo del suero, e

identificacion de los mismos y posterior almacenamiento a -20°C.
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Una vez obtenidos los sueros de cada una de las inmunizaciones, se llevd a
cabo el correspondiente ensayo de ELISA por captura de anticuerpo, para
determinar la potencia inmunogénica de cada uno de los distintos formulados

preparados para la vacuna M-TT.

Por ultimo, una vez que se hubieron realizado los ensayos de ELISA por
captura de anticuerpo, las placas de 96 pozos en donde se realizaron dichos
ensayos, se llevaron al lector de placas de ELISA, donde se leyeron a una
longitud de onda de 490 nm con el fin de determinar las densidades opticas
correspondientes a cada una de estas placas, y asi obtener los datos que se
usaron en la elaboracién de los graficos para determinar el titulo de Abs de
cada una de las muestras experimentales, por medio de programas
computacionales como MICROSOFT Excel® y ORIGIN®.

Con la elaboracion de dichos gréaficos y la posterior obtencién del titulo de
Abs correspondiente a cada muestra obtenida, se monitoreé la capacidad
inmunogénica de los formulados preparados para la vacuna M-TT, que se

estudiaron durante la realizacién de este protocolo experimental.

A continuacidon se describira la forma en que fue preparado cada formulado
farmacéutico, exponiendo las cantidades usadas de vacuna M-TT, coadyuvante
y solucién salina estéril utilizada en cada grupo, asi como también se
mencionan las dosis que se administraron a cada sujeto experimental, segun el

grupo correspondiente.

Grupo 1. (Control A) La vacuna M-TT que se encontraba alicuotada en
solucion y preservada a -20°C, se descongeld para su debida formulacion,

conforme al siguiente esquema:

Numero de ratones, n=8
Dosis de vacuna por raton: 100 pg Vacuna M-TT (Lote: L=19Feb10) /100 puL

Relacién Vacuna M-TT/IMJECT ALUM PIERCE® 2:1 en 100 pL de solucién
100/3 = 33.33

[VACUNA M-TT] (Lote; L=19Feb10): 874.3 ug/ 350 uL por alicuota.
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[VACUNA M-TT] (Lote; L=19Feb10) 874.3 ung ----—--- 350 pL
100 pg ---—---- X=40 uL
Formulacion:
» Paran=1

40 pL vac. M-TT (Lote: L=19Feb10) + 26.7 pL SSE + 33.33 uL IMJECT ALUM
PIERCE® =100 pL

> Para n=10

400 pL vac. M-TT Lote:L=19Feb10 + 267 uL SSE + 333.3 uL IMJECT ALUM
PIERCE® = 1000 pL

Grupo 2. Se liofiliz6 una fraccién de la vacuna M-TT, posteriormente se
resuspendié con agua estéril y se alicuoté en solucidn, conservandose en

congelacion a -20°C.

Numero de ratones, n=8

Dosis de vacuna por ratén: 100 ug M-TT /100 uL

Relacion Vacuna M-TT/ IMJECT ALUM PIERCE®, 2:1 en 100 uL de solucion
100/3 = 33.33

[VACUNA M-TT] (Lote; L=19Feb10): 874.3 ug/ 350 uL por alicuota.

[VACUNA M-TT] (Lote; L=19Feb10) 874.3 ug --—--—- 350 uL

Para diez alicuotas se tiene: 8743 pg / 3500 pL, que fueron segmentadas en
tres tubos viales, conteniendo cada uno de ellos aproximadamente:
2914.3 ng /1166.7 pL; mismos que fueron congelados a -80°C y posteriormente

sometidos a un proceso de liofilizacion.

El lote de Vacuna M-TT (Lote: L=19Feb10) que fue liofilizado, se resguarda

en congelacion a -20°C hasta su posterior resuspension con agua estéril.
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Finalmente, se formaron siete alicuotas conteniendo cada una de ellas 1000
ug de Vacuna M-TT (Lote: L=19Feb10) liofilizada, en un volumen de 1000 pL,
los cuales se almacenaron en el congelador a -20°C. Conforme las alicuotas de
Vacuna M-TT (Lote: L=19Feb10) se utilizaron, fueron descongeladas alicuota
por alicuota a intervalos de 14 dias, para poder formular asi las dosis de
vacuna con las que fueron administrados los ocho sujetos experimentales del
grupo, hasta completar un ciclo de seis inmunizaciones; previo a cada

inmunizacién se tomaron muestras sanguineas.

Nota: Con el fin de favorecer una mejor adsorcién de la vacuna a las
particulas de hidréxido de aluminio del adyuvante, una noche antes de la
administracién, dicha formulacion se dejé en agitacion continda y a temperatura

ambiente todo el conjunto de dosis que fueron administradas.

Grupo 3. Se formuld la vacuna M-TT y se le adicioné un agente preservativo
que en este caso fue timerosal, posteriormente se alicuotaron las dosis,
cerrando los frascos al vacio y sellandolos con tapa de aluminio.

Preservandolos en refrigeracion a 4°C.

Numero de ratones, n=8

Dosis de vacuna por ratén: 100 ug M-TT /100 uL

Relacién Vacuna M-TT/ IMJECT ALUM PIERCE® 2:1 en 100 pL de solucién
100/3 = 33.33

[VACUNA M-TT] (Lote; L=19Feb10): 874.3 ug/ 350 uL por alicuota.

[VACUNA M-TT] (Lote; L=19Feb10) 874.3 ng ------- 350 uL
100 ug ------- X=40 pL
Formulacion:
» Paran=1

40 pL vac. M-TT (Lote: L=19Feb10) + 26.7 pL SSE + 33.33 uL IMJECT ALUM
PIERCE® + 50 pg Timerosal = 100 pL
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> Para n=10

400 pL vac. M-TT Lote:L=19Feb10 + 267 pulL SSE + 333.3 uL IMJECT ALUM
PIERCE® + 500 pug Timerosal = 1000 uL

Se prepard un volumen equivalente a siete inmunizaciones de la vacuna de
M-TT (Lote: L=19/Feb10), para la inoculacion de los ocho sujetos
experimentales del grupo, debido a que por cada inmunizacion se utiliza un
mililitro de la formulacién (10 dosis), el volumen total a preparar fue de 7.0 mL.
Al que se le adicionaron 3.5 mg de timerosal, el cual quedd finalmente en una
concentracion de 0.05% p/v. Esta formulacién se agité durante la tarde/noche
en forma continua, posteriormente se realizaron las siete alicuotas conteniendo
cada una de ellas las diez dosis. El preparado fue cerrado al vacio y se le
coloco un collarin de aluminio, para ser finalmente resguardado en refrigeracion
a 4°C. Se tomd una alicuota para realizar el esquema de inmunizacion en
intervalos de 14 dias, hasta completar un ciclo de seis inmunizaciones.

Posterior a cada inmunizacion se realiz6 la debida toma de muestra sanguinea.

Grupo 4. Se formulé la vacuna M-TT, liofilizada en alicuotas como vacuna

individual para ser reconstituida con agua estéril, y por ultimo se almacené a
4°C.

Numero de ratones, n =8

Dosis de vacuna por raton: 100 ng Vacuna M-TT (Lote: L=19Feb10) /100 pL
Relacién Vacuna M-TT/IMJECT ALUM PIERCE® 2:1 en 100 pL de solucién
100/3 = 33.33

[VACUNA M-TT] (Lote; L=19Feb10): 874.3 ng/ 350 uL por alicuota.

[VACUNA M-TT] (Lote; L=19Feb10) 874.3 ug --—-—- 350 uL
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Formulacion:
> Para n=1

40 pL vac. M-TT (Lote: L=19Feb10) + 26.7 pL SSE + 33.33 uL IMJECT ALUM
PIERCE® =100 pL

> Para n=10

400 pL vac. M-TT Lote:L=19Feb10 + 267 pL SSE + 333.3 uL IMJECT ALUM
PIERCE® = 1000 pL

Se prepard un volumen equivalente a siete inmunizaciones de la vacuna de
M-TT, para la inoculacion de los ocho ratones del grupo, debido a que por
cada inmunizacion grupal se utiliza un mililitro de la formulacion (10 dosis), el
volumen total a preparar fue de 7.0 mL. La formulacién se agité durante la
tarde/ noche en forma continua, posteriormente se realizaron las siete
alicuotas conteniendo cada una de ellas las diez dosis, mismas que fueron
congeladas a -80°C y al dia siguiente se sometieron a un proceso de liofilizado.
Después de ser liofilizadas, cada una de las alicuotas se colocd en
refrigeracién a 4°C. Se tomd una alicuota para resuspender la formulacion e
inocular conforme al esquema de inmunizacion en intervalos de 14 dias, hasta

completar un ciclo de seis inmunizaciones.

Grupo 5. (Control B) Se prepard un grupo control constituido por solucién

buffer de PBS+alum+ Timerosal equivalente al 0.05%.

Formulacion:
» Paran=1

66.66 pL PBS + 33.33 pL IMJECT ALUM PIERCE® + 50 pg Timerosal = 100 uL
» Para n=10

666.6 uL PBS +333.3uL IMJECT ALUM PIERCE® + 500 pg Timerosal= 1000puL

Se prepard un volumen equivalente a siete inmunizaciones, para la inoculacion
de los ocho sujetos experimentales, debido a que por cada inmunizacién grupal

se utiliza un mililitro de la formulacion (10 dosis), el volumen total a preparar fue
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de 7.0 mL. Al que se le adicionaron 3.5 mg de timerosal, el cual quedd
finalmente en una concentracion de 0.05% p/v. La formulacion se someti6 a
agitacion durante la tarde/noche en forma continua, y posteriormente se
realizaron las siete alicuotas conteniendo cada una de ellas las diez dosis. El
preparado se cerrd al vacio y se le colocd un collarin de aluminio, para ser
resguardado en refrigeracion a 4°C. Se tomd una alicuota para realizar el
esquema de inmunizacion correspondiente en intervalos de 14 dias, hasta

completar un ciclo de seis inmunizaciones.

B. Monitoreo de la respuesta inmune humoral contra Ila
morfina/heroina: Determinacion de titulos de anticuerpos
contenidos en los antisueros de animales inmunizados activamente
contra este opiaceo, por ensayos de ELISA por captura de

anticuerpo.

Para poder efectuar el monitoreo de los anticuerpos obtenidos al vacunar a
nuestros sujetos de experimentacion, con los diferentes formulados para la
Vacuna M-TT y asi poder caracterizar finalmente el comportamiento
inmunoquimico de cada uno de estos formulados, se procedié a realizar una
serie de ensayos de de ELISA por captura de anticuerpo para poder analizar y
determinar el titulo de anticuerpos obtenidos para cada una de las muestras
provenientes de los sangrados realizados a cada uno de nuestros sujetos

experimentales.

A continuacion se describira brevemente el fundamento del ensayo de ELISA,
mediante el cual esta sustentada la mayor parte de los resultados obtenidos

para este proyecto de investigacion.

El ensayo de ELISA por captura de anticuerpo se basa en el uso de
antigenos o anticuerpos, que en este caso estuvieron marcados con la enzima
HRP, de forma que los conjugados resultantes tengan actividad tanto
inmunolégica como enzimatica. Al estar uno de los componentes (antigeno o
anticuerpo) marcado con una enzima y fijado sobre un soporte
(inmunoadsorbente) la reaccion antigeno-anticuerpo quedara inmovilizada v,

por tanto, sera facilmente revelada mediante la adicion de un substrato
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especifico que al actuar sobre la enzima producira un color observable a simple

vista o cuantificable mediante el uso de un espectrofotdmetro o un colorimetro.
Cabe mencionar que basicamente existen tres tipos de ensayos de ELISA:

% Ensayo de ELISA directo
% Ensayo de ELISA indirecto y

% Ensayo de ELISA “en sandwich”

De estos tres tipos de ensayos, el que se uso durante todo el proceso de esta
investigacion fue el ensayo de ELISA del tipo indirecto, el cual a grandes

rasgos consta de las siguientes etapas experimentales:

I. Fijacion al soporte insoluble de antigenos, los cuales corresponden a
conjugados proteicos de la morfina unida covalentemente a la
proteina BSA, la cual es una proteina heterdloga distinta en
composicion quimica y estructura molecular al toxoide tetanico que
se utiliza para sintetizar la vacuna de M-TT. Este tipo de antigenos
son muy especificos para los anticuerpos objeto de estudio (los
cuales provienen de los sueros obtenidos al sangrar a cada uno de
los sujetos de experimentacion). Una vez fijados los antigenos
denominados de fase sélida a la placa de 96 pozos, se procede a
realizar una serie de lavados para eliminar los antigenos fijados

deficientemente o no fijados.

[I. Adicion del suero problema, que es el suero que se obtuvo una vez
centrifugadas las muestras sanguineas obtenidas para cada sujeto
experimental, de tal forma que los anticuerpos contenidos en dichos
sueros reaccionaran especificamente con los antigenos fijados al
soporte. De nuevo, una vez que se ha dejado el tiempo suficiente
para que estos anticuerpos contenidos en las muestras
experimentales interactien con los antigenos fijados a la base de los
pozos de las placas se procede a realizar de nuevo una serie de

lavados para eliminar los anticuerpos que no hayan reaccionado.
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lll. Inmediatamente después de los lavados de los anticuerpos que no

V. La

reaccionaron, se procede a adicionar los denominados segundos
anticuerpos los cuales son una serie de anticuerpos anti murinicos
conjugados con una enzima, que en este caso corresponde a la
enzima HRP, los cuales reaccionan con los anticuerpos especificos
afiadidos en el paso anterior y que se encuentran fijados a los
antigenos. Una vez terminado el tiempo de incubacion de estos
segundos anticuerpos, se precede a realizar una ultima serie de
lavados para eliminar los anti-anticuerpos marcados que no hayan

reaccionado.

etapa posterior a la incubacién de los segundos anticuerpos, es la
adicion de un substrato sobre el que sea capaz de actuar la enzima
marcadora, que en este caso es el correspondiente al OPD, el cual
es el sustrato que reacciona con la enzima HRP y es el encargado de
generar la reaccion colorimetrica en los pozos de las placas de
ELISA.

V. Por ultimo, la etapa final del ensayo de ELISA indirecto, corresponde a la

lectura visual o colorimétrica del producto final coloreado.*

A continuacién, se describira con detalle los pasos que se siguieron durante el

protocolo experimental, para realizar cada uno de los ensayos de ELISA en

este proyecto experimental.

C. Protocolo general para realizar el ensayo de ELISA por captura de

anticuerpo.?

1) Fijacion de la Fase Sdlida (BSA-Mor) a los pozos de la micro placa para
ensayo de ELISA.

En este caso se agrega la cantidad de 1ug de Fase Sdlida a cada uno de los

pozos de la micro placa de ELISA (100 ug), disuelta en un volumen de 10 mL,
de una solucién de PBS 0.1 M, pH=8.0 (100 pL de solucién fase sélida/PBS por

cada uno de los pozo de la micro placa).
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2) Cantidades de reactivos a utilizar para preparar un volumen de 1.0 L de
solucion PBS:

- Fosfato monobasico de sodio (NaH2PO,): 3.1 g

- Fosfato dibasico de sodio (Na2HPO4): 10.9 g

- Cloruro de sodio (NaCl): 9.0 g

3) Se hace el ajuste de pH con el uso del potenciometro, el cual debera

asegurarse que esté debidamente calibrado y limpio antes de uso.

4) Agregar 1 ug F. sdlida / pozo. Para 100 pozos entonces se necesitan 100 pg

de F. sélida.

- Caso hipotético donde tenemos una concentracién dada de fase sdlida y
deseamos conocer el volumen a utilizar de la misma para hacer el ajuste

de la cantidad necesaria a utilizar en nuestro ensayo:

5) Tratamiento de la solucion de fase solida BSA-Mor. Previo a su

correspondiente uso:

- Esperar a que el tubo que contiene a la solucion de fase sélida BSA-Mor. Se

descongele y alcance la temperatura ambiente.

- Una vez que la solucién de fase solida BSA-Mor ha alcanzado la temperatura
ambiente, se lleva a un bafio de agua a 40°C para dejar en agitacion moderada

a dicha solucién por un lapso de 15 a 30 min.

- Paso seguido, se lleva el tubo con la solucion de fase soélida de BSA-Mor. A

centrifugacion a una velocidad de 8000 rpm por 6 min.

- Todo esto, con el fin de asegurar que la fase sélida BSA-Mor. Se encuentre
perfectamente en solucion, y evitar la formacion de grumos y agregados dentro

del mismo tubo contenedor.
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5) Aplicar 100 pL/ pozo de solucién de PBS 0.1 M, pH= 8.0/Fase sdlida. Para
100 pozos, entonces se necesitan 10, 000 yL (10.0 mL) de la misma solucion
PBS 0.1 M.

6) Adicionar el volumen requerido de solucién de Fase Sdélida BSA-Mor a 10.0
mL de solucién PBS 0.1 M pH= 8.0.

7) Aplicar a la placa de ensayo de ELISA segun corresponda, 100 uL de
solucion de solucion PBS 0.1 M pH= 8.0 + BSA-Mor. Con una octapipeta.

8) Se cubre la placa con parafilm y se deja incubando en refrigeracion a 4° C,

por toda la noche.

9) Al dia siguiente a la incubacion, se realiza el lavado de las placas de ensayo
5 veces con Buffer de ELISA (solucién de PBS 0.1 M, pH=7.4 + Tween 20
marca SIGMA al 0.3% y gelatina de teleostean marca SIGMA al 1.0%).

10) El 5to lavado se deja incubando y se recubren las placas con parafilm.

11) Incubacidn a temperatura ambiente y agitacion para el bloqueo con gelatina

de teleostean al 1.0% de los sitios no activados, por 30 minutos.
12) Preparacion del tren de dilucion.

- Suero Preinmune (Spl). Dilucién 1:100. Se toman 5 pL del suero preinmune y

se llevan a un volumen final de 500 uL con Buffer de ELISA.

- 1er Ab: Para la dilucion 1:100.

X=5 uL antisuero------ 500 pL dilucién
(5uL antisuero + 495 L de Buffer de ELISA)

Para la dilucion 1:1000.
Tomar 50 uL de la dilucién 1:100 + 450 uL de Buffer de ELISA.

Para la dilucién 1: 10, 000.
Tomar 50 uL de la dilucién 1:1000 + 450 uL de Buffer de ELISA.
etc. Hasta llegar a la dilucion 1: 1 000, 000.
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13) Al término del bloqueo de los sitios no activados, se retira exceso de Buffer
de ELISA y se aplican 100 pL de cada dilucién de antisueros (tren de dilucion)

por triplicado.

14) Al término de la adicion de las diluciones de antisueros se cubre cada placa

con parafilmy se lleva a refrigeracién a 4 °C por toda la noche.

15) Lavado de las placas 5 veces con Buffer de ELISA, se reserva el 5to

lavado.

16) Preparacién del 2° Ab anti-ratdén (ANTI-MOUSE IgG [whole molecule]
Peroxidase Conjugate, Marca SIGMA. CAT. No.: A4416, LOT: 067 K6004).

1 placa 100 pozos, y 100 uL / pozo, entonces necesitamos 10,000 L totales.
Dilucion: 1 --—----- 5000

X=2 uL Ab anti-raton ------- 10, 000 pL

Por lo tanto, en 10 mL de Buffer de ELISA frio se adicionan 2 pL de 2° Ab

anti-raton.

17) Con octapipeta se aplican 100 uL de dilucion 1:5000 del 2° Ab, a

temperatura ambiente y se agita por 2 horas continuas.

18) Preparacion del buffer para OPD (SIGMAFAST™ OPD), se coloca una

tableta de dicho buffer en 20 mL de agua grado Milli-Q y se agita en el vortéx.

19) Al término de la incubacién se lava cada placa 5 veces con PBS para quitar

residuos de la solucion del 2° Ab anti-ratén.
20) Adicionar 1 tableta de OPD al buffer para OPD y agitar con vortéx.

21) En condiciones de semioscuridad se aplica con octapipeta a cada placa

100 pL de solucién de OPD y se cubre la placa con papel aluminio.

22) Tomar lectura de las absorbancias a 490 nm por encima de los pozos a los
20 y 60 minutos de haber aplicado la solucién de OPD, vy realizar las debidas
graficas con los valores de las absorbancias obtenidas, para determinar el valor

aproximado del titulo de Abs, de cada una de las muestras.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION.

Durante todo el proceso de experimentacion, cada uno de los grupos de
estudio fue expuesto a un esquema de inmunizacion de 6 vacunaciones en
total, en donde a cada sujeto se le tomaron muestras sanguineas al término de
los 14 dias posteriores a la ultima vacunacion a la que se le sometio. Acto
seguido, se alicuotaron los sueros correspondientes a cada muestra obtenida y
se procedié a continuar con la realizacion de los ensayos de ELISA por captura
de anticuerpo, que nos permitieron monitorear los titulos de anticuerpos
generados por el sistema inmunolégico de los sujetos experimentales

sometidos a dicho esquema de vacunacion activa.

A continuacién se muestran los graficos que exponen el valor numérico
aproximado del titulo de inmunoglobulinas IgG que se obtuvieron después del
esquema de vacunacion activa usando tres distintos formulados que contenian
a la vacuna M-TT, correspondientes a los sujetos experimentales de cada uno

de los grupos formados para este proyecto de tesis.

» Graficos de titulos de anticuerpos obtenidos durante el primer esquema

de vacunacion.

6.1 Graficos de titulacion de anticuerpos del primer al sexto sangrado

para el grupo 01 de sujetos de estudio.

Este grupo es denominado grupo control porque es el grupo que nos permitira
hacer las comparaciones pertinentes con los demas grupos experimentales,
debido a que a diferencia de ellos, este grupo en especial es el que no posee
una presentacion farmacéutica como tal, es decir, es el grupo experimental que
fue tratado con la vacuna de M-TT en su forma convencional de uso, que es la
que hasta el momento se habia manejado y trabajado tradicionalmente en el
laboratorio de neurobiologia de adicciones del Instituto Nacional de Psiquiatria

“Ramon de la Fuente.”
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1er Sangrado vac. M-TT L=19-02-10
(Fecha de realizacion del ensayo de ELISA 09-06-10)
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Figura 2.a. Valores aproximados del titulo de Abs obtenidos durante el primer sangrado de los 8
sujetos del grupo experimental 01 (CONTROL A. Fracciéon de la vacuna M-TT que se sintetizé y se
conservo en alicuotas a -20°C para su uso posterior.). Valor reportado del titulo de Abs. para el

Control (+) utilizado 1: 6,200.

2do Sangrado vac. M-TT L=19-02-10
(Fecha de realizaciéon del ensayo de ELISA 09-06-10)
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Figura 2.b. Valores aproximados del titulo de Abs obtenidos durante el segundo sangrado de los 8
sujetos del grupo experimental 01 (CONTROL A. Fraccion de la vacuna M-TT que se sintetizo y se
conservo en alicuotas a -20°C para su uso posterior.) Valor reportado del titulo de Abs. para el

Control (+) utilizado 1: 6,200.
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3er Sangrado vac. M-TT L=19-02-10

05 (Fecha de realizacion del ensayo de ELISA 09-06-10)
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Figura 2.c. Valores aproximados del titulo de Abs obtenidos durante el tercer sangrado de los 8
sujetos del grupo experimental 01 (CONTROL A. Fraccion de la vacuna M-TT que se sintetizé y se
conservo en alicuotas a -20°C para su uso posterior.) Valor reportado del titulo de Abs. para el
Control (+) utilizado 1: 6,200.

4to Sangrado vac. M-TT L=19-02-10
(Fecha de realizacion del ensayo de ELISA 10-06-10)
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Figura 2.d. Valores aproximados del titulo de Abs obtenidos durante el cuarto sangrado de los 8
sujetos del grupo experimental 01 (CONTROL A. Fraccion de la vacuna M-TT que se sintetizo y se
conservo en alicuotas a -20°C para su uso posterior.) Valor reportado del titulo de Abs. para el
Control (+) utilizado 1: 6,200.

45



ENSAYOS PARA LA DETERMINACION DE LA POTENCIA INMUNOGENICA DE TRES DISTINTOS FORMULADOS DE
LA VACUNA M-TT.

5to Sangrado vac. M-TT L=19-02-10
(Fecha de realizacion del ensayo de ELISA 10-06-10)
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Figura 2.e. Valores aproximados del titulo de Abs obtenidos durante el quinto sangrado de los 8
sujetos del grupo experimental 01 (CONTROL A. Fraccion de la vacuna M-TT que se sintetizé y se
conservo en alicuotas a -20°C para su uso posterior.) Valor reportado del titulo de Abs. para el
Control (+) utilizado 1: 6,200.

6to Sangrado vac. M-TT L=19-02-10
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Figura 2.f. Valores aproximados del titulo de Abs obtenidos durante el sexto sangrado de los 8
sujetos del grupo experimental 01 (CONTROL A. Fraccion de la vacuna M-TT que se sintetizo y se
conservo en alicuotas a -20°C para su uso posterior.) Valor reportado del titulo de Abs. para el
Control (+) utilizado 1: 6,200.

46




ENSAYOS PARA LA DETERMINACION DE LA POTENCIA INMUNOGENICA DE TRES DISTINTOS FORMULADOS DE
LA VACUNA M-TT.

6.2 Graficos de titulacion de anticuerpos del primer al sexto sangrado

para el grupo 02 de sujetos de estudio.

LIOFILIZADA / RECONSTITUIDA (-20° C)
1er. Sangrado M-TT L=19-02-10
0.6+ (Realizacion 05-NOV-10 Victor)

Valores aprox. de Titulos de Ab’s
para cada sujeto experimental.

Raton 01 Tit. 430
—<— Ratén 02 Tit. 361
0.4+ —&— Ratén 03 Tit. 751
Ratén 04 Tit. 731
Raton 05 Tit. 486
—a— Ratén 06 Tit. 531
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Figura 3.a. Valores aproximados del titulo de Abs obtenidos durante el primer sangrado de los 8
sujetos del grupo experimental 02 (Fraccion de la vacuna M-TT que se sintetizo, se liofilizd, se
resuspendio y se almaceno a -20°C.) Valor reportado del titulo de Abs. para el Control (+) utilizado
1: 12, 500 (El grafico no aparece en la figura).

LIOFILIZADA / RECONSTITUIDA (-20° C) Valores aprox. de Titulos de Ab’s
2do. Sangrado M-TT L=19-02-10 para cada sujeto experimental.
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Figura 3.b. Valores aproximados del titulo de Abs obtenidos durante el segundo sangrado de los 8
sujetos del grupo experimental 02 (Fraccion de la vacuna M-TT que se sintetizo, se liofilizo, se
resuspendio y se almaceno a -20°C.) Valor reportado del titulo de Abs. para el Control (+) utilizado
1: 46, 000.
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LIOFILIZADA / RECONSTITUIDA (-20° C)

3er. Sangrado M-TT L=19-02-10 Valores aprox. de Titulos de Ab’s
(Realizacion 09-DIC-10 Victor) para cada sujeto experimental.
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Figura 3.c. Valores aproximados del titulo de Abs obtenidos durante el tercer sangrado de los 8
sujetos del grupo experimental 02 (Fracciéon de la vacuna M-TT que se sintetizo, se liofilizo, se
resuspendié y se almacenoé a -20°C.) Valor reportado del titulo de Abs. para el Control (+) utilizado
1: 12, 500.

LIOFILIZADA / RECONSTITUIDA (-20° C) val de Titulos de Ab"
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Figura 3.d. Valores aproximados del titulo de Abs obtenidos durante el cuarto sangrado de los 8
sujetos del grupo experimental 02 (Fraccion de la vacuna M-TT que se sintetizo, se liofilizo, se
resuspendio y se almaceno a -20°C.) Valor reportado del titulo de Abs. para el Control (+) utilizado
1: 12, 500.
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LIOFILIZADA / RECONSTITUIDA (-20° C)
5to. Sangrado M-TT L=19-02-10
(Realizacion 06-ENE-11 Victor)

Valores aprox. de Titulos de Ab’s
para cada sujeto experimental.

0.8+ —m— Raton 1 Tit. 57,743
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Figura 3.e. Valores aproximados del titulo de Abs obtenidos durante el quinto sangrado de los 8
sujetos del grupo experimental 02 (Fraccion de la vacuna M-TT que se sintetizo, se liofilizo, se
resuspendié y se almacenoé a -20°C.) Valor reportado del titulo de Abs. para el Control (+) utilizado
1: 7, 500.

LIOFILIZADA / RECONSTITUIDA (-20° C) ] )
6to. Sangrado M-TT L=19-02-10 Valores aprox. de Titulos de Ab’s
0.9+ (Realizacion 20-ENE-11 Victor) para cada sujeto experimental.
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Figura 3.f. Valores aproximados del titulo de Abs obtenidos durante el sexto sangrado de los 8
sujetos del grupo experimental 02 (Fraccion de la vacuna M-TT que se sintetizo, se liofilizo, se
resuspendio y se almaceno a -20°C.) Valor reportado del titulo de Abs. para el Control (+) utilizado
1: 7, 500.
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6.3 Graficos de
para el grupo 03

titulacion de

LA VACUNA M-TT.

anticuerpos del primer al sexto sangrado

de sujetos de estudio.

FORMULADA + TIMEROSAL (4° C)
1er. Sangrado M-TT L=19-02-10
(Realizacion 05-NOV-10 Victor)
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lo de Abs obtenidos durante el primer sangrado de los 8

sujetos del grupo experimental 03 (Fraccion de la vacuna M-TT que se sintetizo, se formulo y se
adicion6 TIMEROSAL como agente preservativo al 0.05%, almacenandose en forma de suspension
a 4°C) Valor reportado del titulo de Abs. para el Control (+) utilizado 1: 12, 500 (El grafico no

aparece en la figura).

FORMULADA + TIMEROSAL (4° C)
2do. Sangrado M-TT L=19-02-10

Valores aprox. de Titulos de Ab’s

Raton 03 Tit.14,436
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Figura 4.b. Valores aproximados del titulo de Abs obtenidos durante el segundo sangrado de los 8
sujetos del grupo experimental 03 (Fraccion de la vacuna M-TT que se sintetizo, se formulo y se
adicion6 TIMEROSAL como agente preservativo al 0.05%, almacenandose en forma de suspension
a 4°C) Valor reportado del titulo de Abs. para el Control (+) utilizado 1: 46, 000 (El grafico no

aparece en la figura).
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FORMULADA + TIMEROSAL (4° C)
3er. Sangrado M-TT L=19-02-10
(Realizacion 09-DIC-10 Victor)

Valores aprox. de Titulos de Ab’s
para cada sujeto experimental.
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Figura 4.c. Valores aproximados del titulo de Abs obtenidos durante el tercer sangrado de los 8
sujetos del grupo experimental 03 (Fraccion de la vacuna M-TT que se sintetizo, se formulo y se
adicioné TIMEROSAL como agente preservativo al 0.05%, almacenandose en forma de suspension
a 4°C) Valor reportado del titulo de Abs. para el Control (+) utilizado 1: 12, 500 (El grafico no
aparece en la figura).

FORMULADA + TIMEROSAL (4° C)
4to. Sangrado M-TT L=19-02-10 Valores aprox. de Titulos de Ab’s
06~ (Realizacién 22-DIC-10 Victor) para cada sujeto experimental.
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Figura 4.d. Valores aproximados del titulo de Abs obtenidos durante cuarto sangrado de los 8
sujetos del grupo experimental 03 (Fraccion de la vacuna M-TT que se sintetizo, se formulo y se
adicion6 TIMEROSAL como agente preservativo al 0.05%, almacenandose en forma de suspension
a 4°C) Valor reportado del titulo de Abs. para el Control (+) utilizado 1: 12, 500 (El grafico no
aparece en la figura).
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5to. Sangrado M-TT L=19-02-10
(Realizacion 06-ENE-11 Victor)

Valores aprox. de Titulos de Ab’s
para cada sujeto experimental.

—=— Ratén 1 Tit. 19,355
Ratén 3 Tit. 12,780
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Figura 4.e. Valores aproximados del titulo de Abs obtenidos durante el quinto sangrado de los 8
sujetos del grupo experimental 03 (Fraccion de la vacuna M-TT que se sintetizo, se formulo y se
adicioné TIMEROSAL como agente preservativo al 0.05%, almacenandose en forma de suspension
a 4°C) Valor reportado del titulo de Abs. para el Control (+) utilizado 1: 7, 500 (El grafico no aparece

en la figura).

Absorbancia (490nm)

0.1

FORMULADA + TIMEROSAL (4° C)
6to. Sangrado M-TT L=19-02-10
(Realizacién 20-ENE-11 Victor)

Valores aprox. de Titulos de Ab’s
para cada sujeto experimental.

—»— Raton 01 Tit.
—&— Ratdn 02 Tit.
Ratén 03 Tit.
Ratén 04 Tit.
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Figura 4.f. Valores aproximados del titulo de Abs obtenidos durante el sexto sangrado de los 8
sujetos del grupo experimental 03 (Fraccion de la vacuna M-TT que se sintetizo, se formulo y se
adicion6é TIMEROSAL como agente preservativo al 0.05%, almacenandose en forma de suspension
a 4°C) Valor reportado del titulo de Abs. para el Control (+) utilizado 1: 7, 500 (El grafico no aparece

en la figura).
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6.4 Graficos de titulacion de anticuerpos del primer al sexto sangrado
para el grupo 04 de sujetos de estudio.
FORMULADA y LIOFILIZADA

1er. Sangrado M-TT L=19-02-10
(Realizacién 05-NOV-10 Victor)

Valores aprox. de Titulos de Ab’s
para cada sujeto experimental.
1.0 1
Raton 01 Tit. 716
—»—Ratén 02 Tit. 774
0.8 —&— Ratoén 03 Tit. 750
Ratén 04 Tit. 1,168

E Raton 05 Tit. 1,525
§ 0.6 —— Raton 06 Tit. 3,676
= —=— Raton 07 Tit. 2,719
= —e— Raton 08 Tit. 3,515
g % Control (+) Tit. 11,943
IS
(72}
Q0
< o02-
0.0 Yo ———3§
100 1000 10000 100000 1000000
Dilucion

Figura 5.a. Valores aproximados del titulo de Abs obtenidos durante el primer sangrado de los 8
sujetos del grupo experimental 04 (Fraccion de la vacuna M-TT que se sintetizo, se formulo y se
sometio a un proceso de liofilizacion para ser resuspendida con agua estéril al momento de ser
administrada, almacenandose a 4°C) Valor reportado del titulo de Abs. para el Control (+) utilizado
1: 12, 500.

FORMULADA y LIOFILIZADA

Valores aprox. de Titulos de Ab’s
2do. Sangrado M-TT L=19-02-10

para cada sujeto experimental.

0.6 4 (Realizacion 18-NOV-10 Victor)
1 —»— Ratén 01 Tit. 3,463
0.5+ —— Raton 02 Tit. 2,032
i Raton 03 Tit. 11,394
04 Ratén 04 Tit. 6,250
€ Raton 05 Tit. 6,619
g ] —@— Raton 06 Tit. 7,979
g 0.34 —&— Raton 07 Tit. 10,109
E i —@— Raton 08 Tit. 51,057
e 0.2 Control (+) 45873
© “
£
S _
2 o1
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-0.1 T T L | T LAY | T T T LI |
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Figura 5.b. Valores aproximados del titulo de Abs obtenidos durante el segundo sangrado de los 8
sujetos del grupo experimental 04 (Fraccion de la vacuna M-TT que se sintetizo, se formulo y se
sometio a un proceso de liofilizacion para ser resuspendida con agua estéril al momento de ser
administrada, almacenandose a 4°C) Valor reportado del titulo de Abs. para el Control (+) utilizado
1: 46, 000 (El grafico no aparece en la figura).
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FORMULADA y LIOFILIZADA

3er. Sangrado M-TT L=19-02-10 Valores aprox. de Titulos de Ab’s
06 (Realizacién 09-DIC-10 Victor) para cada sujeto experimental.
J —p— Ratén 01 Tit. 8,019
05 —&— Ratén 02 Tit. 5,198
=] Ratén 03 Tit. 70,586
1 Ratén 04 Tit. 6,871
04 Rat6n 05 Tit. 55,848
/E\ —&— Ratén 06 Tit. 29,366
c 1 —m— Ratén 07 Tit.19,909
& 03 —e Raton 08 Tit. 42,144
N Control (+) Tit. 11,994
© i
2 02
©
Q J
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L 014
<
0.04
T N —
100 1000 10000 100000 1000000
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Figura 5.c. Valores aproximados del titulo de Abs obtenidos durante el tercer sangrado de los 8
sujetos del grupo experimental 04 (Fraccion de la vacuna M-TT que se sintetizo, se formulo y se
sometio a un proceso de liofilizaciéon para ser resuspendida con agua estéril al momento de ser
administrada, almacenandose a 4°C) Valor reportado del titulo de Abs. para el Control (+) utilizado
1: 12, 500 (El grafico no aparece en la figura).

FORMULADA y LIOFILIZADA

4to. Sangrado M-TT L=19-02-10
(Realizacion 22-DIC-10 Victor) Valores aprox. de Titulos de Ab’s
0.6+ para cada sujeto experimental.
—»— Ratén 01 Tit. 25,991
0.5 —— Raton 02 Tit. 10,547
Ratén 03 Tit. 29,734
0.4 4 Ratén 04 Tit.14,436
—_ Ratén 05 Tit. 61,241
E —— Raton 06 Tit. 39,896
S 034 —=®— Ratén 07 Tit. 29,220
NS —&— Ratén 08 Tit. 56,127
S Control (+) Tit. 11,994
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Figura 5.d. Valores aproximados del titulo de Abs obtenidos durante el cuarto sangrado de los 8
sujetos del grupo experimental 04 (Fraccion de la vacuna M-TT que se sintetizo, se formulo y se
sometio a un proceso de liofilizacion para ser resuspendida con agua estéril al momento de ser
administrada, almacenandose a 4°C) Valor reportado del titulo de Abs. para el Control (+) utilizado
1: 12, 500 (EI grafico no aparece en la figura).
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FORMULADA y LIOFILIZADA
5to. Sangrado M-TT L=19-02-10
(Realizacion 06-ENE-10 Victor) Valores aprox. de Titulos de Ab’s
0.9 para cada sujeto experimental.
0.8 Ratén 01 Tit. 53,143
1 —<4— Raton 02 Tit. 9,962
0.7+ —»— Raton 03 Tit. 20,770
1 Ratén 04 Tit. 47,027

— 064 Ratén 05 Tit. 20,108
E T —o— Raton 06 Tit. 30,333
S 054 —=— Ratén 07 Tit. 25,478
N 1 —&— Raton 08 Tit. 60,483
o 044 Control (+) Tit. 7,450
& 03
2 _
2
2 0.2
< 4
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Figura 5.e. Valores aproximados del titulo de Abs obtenidos durante el quinto sangrado de los 8
sujetos del grupo experimental 04 (Fraccion de la vacuna M-TT que se sintetizo, se formulo y se
sometio a un proceso de liofilizacion para ser resuspendida con agua estéril al momento de ser
administrada, almacenandose a 4°C) Valor reportado del titulo de Abs. para el Control (+) utilizado
1: 7, 500 (El grafico no aparece en la figura).

FORMULADA y LIOFILIZADA : -
6to. Sangrado M-TT L=19-02-10 Valores aprox.. de Tltulos' de Ab’s
0ol (Realizacion 20-ENE-10 Victor) para cada sujeto experimental.
] Ratén 3 Tit. 65,732
0.8 Ratén 4 Tit. 45,873
] —»— Ratén 6 Tit. 22,438
0.7 —e— Ratén 7 Tit. 8,684
. ; Ratén 9 Tit. 34,186
S 06- Ratén 10 Tit.16,639
S 1 —o— Ratén 11 Tit. 23,409
Q 054 —=— Ratén 12 Tit. 20,411
E 0'4_' Control (+) Tit. 3,412
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Figura 5.f. Valores aproximados del titulo de Abs obtenidos durante el sexto sangrado de los 8
sujetos del grupo experimental 04 (Fraccion de la vacuna M-TT que se sintetizo, se formulo y se
sometio a un proceso de liofilizacion para ser resuspendida con agua estéril al momento de ser
administrada, almacenandose a 4°C) Valor reportado del titulo de Abs. para el Control (+) utilizado
1: 7, 500. (El grafico no aparece en la figura).
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6.5 Grafico resumen en donde se expresa el promedio del titulo de
anticuerpos obtenidos en cada sangrado, por cada grupo de

experimentacion.

Titulos Promedio de la Vacuna M-TT
Diferentes Formulaciones

I 1er Sangrado {(10-11-10)
B Zdo Sangrado (24-11-10)
I 3er Sangrado {(09-12-10)

«» 80,000 -
o H 4io Sangrado (22-12-10)
e B Sto Sangrado (06-01-11)
3 B 6to Sangrado (20-01-11)
£ 60,000
<T
@
=]
w
(=]
S 40,000+
=

20,000

Liofilizada/ Formulada + Formulada y Formulada y
Timeros al Liofilizada Congelada
(CTRL)

Reconstituida
(-20°C) (4°C)

Figura 6. Grafico de barras que indica los valores promedio de los titulos de Abs obtenidos en los
seis sangrados del esquema de inmunizacion, para cada uno de los grupos experimentales en
donde se estudiaron los diferentes formulados de la vacuna M-TT (Lote: L=19Feb10)

6.6 Analisis estadistico de resultados por medio de programas

computacionales.

Una vez terminado el esquema de inmunizacion para cada uno de los grupos
experimentales donde se probo la potencia inmunogénica de los diversos
formulados que se prepararon para la vacuna M-TT(Lote: L=19Feb10), y se
determind el valor aproximado del titulo de anticuerpos generado por cada
sujeto de experimentacion durante los seis sangrados correspondientes a cada

una de las inmunizaciones realizadas, se procedio a analizar dicho conjunto de
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datos, con la ayuda del programa computacional especializado en realizar

pruebas estadisticas, Statistics v.3.1°.

Con el fin de facilitar el procedimiento y manejo de los datos que se ingresaron
al programa computacional para realizar las pruebas estadisticas, se decidio
tomar en cuenta los siguientes criterios en los cuales se basé todo el analisis

estadistico de los resultados.

I. Criterio para determinar el grado de estabilidad inmunogénica de cada
uno de los formulados de la vacuna M-TT: “Que en el valor
promedio de los titulos de Abs correspondiente al de las ultimas
tres inmunizaciones, el coeficiente de variacion no sea mayor
del 10% (CV <10%).”

Il. Criterio para determinar el valor maximo de titulo de Abs generado por
cada formulacién de vacuna M-TT: “El valor maximo de titulo de
Abs, sera aquél valor promedio de titulo de Abs
significativamente mas alto, independientemente del niumero de

inmunizacion al cual se logre”

l. Criterio para determinar la velocidad en la que se obtiene el valor de
titulo de Abs mas alto: “Que el valor significativamente mas alto

sea obtenido en el menor nimero de inmunizaciones”.

En base a los criterios anteriores, podemos resumir entonces que la mejor
formulacion para la vacuna M-TT, sera aquella que genere los titulos mas altos
de Abs en el menor numero de inmunizaciones y que en las tres ultimas

inmunizaciones el coeficiente de variacion no sea mayor del 10%.

En cuanto al tipo de pruebas estadisticas que se realizaron, se procedié a
realizar una ANOVA de 1 VIA para poder hacer las comparaciones entre los
titulos promedio del primero al sexto sangrado de cada uno de los grupos
experimentales en cuestion. Para poder comparar entre cada uno de los

distintos grupos experimentales de este proyecto, se procedié a realizar una
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ANOVA de 2 VIAS. Cabe sefialar, que asi mismo se realizé6 una prueba de
Tukey (Tukey Test), con la que se determinaron los grados de libertad y las
diferencias significativas de los resultados obtenidos para las ANOVAS tanto de

una como de dos VIAS.

A continuacion se describiran los resultados obtenidos en las pruebas
estadisticas, para determinar la formulacién de la vacuna M-TT que cumple con
la mayoria de los criterios establecidos con anterioridad, es decir, cual de todos

los formulados estudiados para la vacuna M-TT es el mejor.

6.7 Resultados de las pruebas estadisticas, realizadas al conjunto de

resultados obtenidos, para cada uno de los grupos experimentales.

Grupo 1. (Control A) Fraccion de vacuna M-TT que se encontraba alicuotada

en solucion y preservada a -20°C.

Con los resultados obtenidos durante el analisis estadistico de los datos
correspondientes a dicho grupo se determind que, a partir del 3er sangrado los
valores del promedio de titulo de Abs son significativamente diferentes del valor
promedio del titulo de Abs obtenido durante la primera inmunizacion. F= (5,66)
22.57 p>.00001

El analisis estadistico de la ANOVA de una via, obtenido mediante la prueba
de Tukey nos indica que, el valor del promedio de los titulos de Abs del sexto
sangrado es significativamente diferente de los valores de titulos promedio del
tercer (Tukey test p>.0001), cuarto (Tukey test p>0.0001) y quinto sangrado

(Tukley test p>0.002) correspondientemente.

Grupo 2. Fraccion de la vacuna M-TT que se liofilizd, y posteriormente se
resuspendid con agua estéril y se alicuotdé en solucion, conservandose en

congelacion a -20°C.

Los resultados de las pruebas estadisticas realizadas para dicho grupo
experimental sugieren que, a partir del cuarto sangrado los valores promedio

de los titulos de Abs son significativamente diferentes del valor promedio de
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titulos de Abs inicial, correspondiente al obtenido durante la primera
inmunizacién. F= (5,54) 13.00 p>.00001

El analisis estadistico de la ANOVA de una via, obtenido mediante la prueba de
Tukey nos indica que, no hay diferencias significativas entre los valores del
titulo promedio de Abs correspondiente al cuarto, quinto y sexto sangrado.
(Tukey Test p=1)

Grupo 3. Formulacion de la vacuna M-TT y se le adicion6é un agente
preservativo que en este caso fue timerosal, posteriormente se alicuotaron las
dosis, cerrando los frascos al vacio y sellandolos con tapa de aluminio.

Preservandolos en refrigeracién a 4°C.

La ANOVA de una via realizada a los datos de este grupo experimental,
indicd que a partir del cuarto sangrado, los valores del promedio del titulo de
Abs, son significativamente diferentes del valor inicial (promedio del titulo de

Abs correspondiente al primer sangrado) F= (5,60) 6.96 p>.00003.

Asi mismo, la prueba de Tukey realizada a dichos resultados de la ANOVA
de una via, indica que no hay diferencias entre los valores promedio de Abs del

cuarto, quinto y sexto sangrado, correspondientemente. (Tukey Test p=1)

Grupo 4. Fraccion de la vacuna M-TT, que fue liofilizada en alicuotas como
vacuna individual para ser reconstituida posteriormente con agua estéril al

momento de ser administrada, almacenada a 4°C.

La ANOVA de una via realizada a los datos obtenidos para dicho grupo
experimental, muestra que a partir del tercer sangrado, los valores de los
promedios del titulo de Abs, son significativamente diferentes del valor inicial
correspondiente al promedio del titulo de Abs del primer sangrado. F= (5,60)
6.07 p>.00001 . La prueba de Tukey que analizé los valores de esta ANOVA de
una via muestra que no hay diferencias entre los valores de los promedios de

titulos de Abs para el cuarto , quinto y sexto sangrado. (Tukey Test p=1).

Con respecto a los resultados que se obtuvieron de la ANOVA de dos vias, se

determiné finalmente que el valor maximo de titulos de Abs se presenta en la
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formulacion correspondiente al grupo experimental 02, (Tukey Test p>0.01) que
es significativamente diferente con respecto al valor maximo del grupo control
(Grupo 01) F= (3,40) 3.28 p>.03. No obstante, dicho valor maximo no es
significativamente diferente del valor maximo del promedio de los titulos de Abs
obtenidos para los grupos experimentales 03 y 04. Adicionalmente Ia
formulacion correspondiente al grupo experimental 03, alcanza los valores
maximos de titulos de Abs en menos tiempo (durante el cuarto sangrado). La
formulacion del grupo experimental 04 generd titulos promedio mayores que los
generados por el grupo 03, pero no mas altos que los generados por el grupo
02. Por ultimo, el formulado del grupo control (Grupo 01) generé titulos
significativamente menores, con respecto a los demas formulados de vacuna
M-TT.

Del conjunto de resultados obtenidos durante el andlisis estadistico de los
resultados experimentales, se concluye que la mejor formulacion de la vacuna
M-TT, desde el punto de vista estadistico, es la que corresponde a la
formulacion del grupo experimental 03, que es la de la fraccion de vacuna M-TT
que se mantuvo en suspension mas adicién de Timerosal como agente
preservativo, seguida de la formulacién correspondiente al grupo 02, que es la
formulacion de la fraccion de la vacuna M-TT que se liofilizé6 una vez
sintetizada, y se resuspendié con agua estéril, manteniéndose en alicuotas
congeladas a -20°C. Ahora bien, de aqui en adelante se continuara con la
discusion de dichos analisis de resultados, pero antes, se mostraran los
graficos que resumen el andlisis de las pruebas estadisticas a cada uno de los
grupos experimentales, con el fin de facilitar la compresién de dicho andlisis y

la discusion de los mismos.
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6.8 Graficos que resumen los resultados de las pruebas estadisticas
realizadas a cada uno de los grupos experimentales que conforman este

protocolo experimental.

Titulos promedio de Abs correspondiente a cada uno
de los grupos experimentales.

No. Sangrado | Grupo 01 Grupo 02 Grupo 03 Grupo 04

ler 781.33 872.30 869.18 1569.27
2do 6434.00 8247.00 9336.27 7598.45
3er 13530.67 25475.90 21076.18 29123.55

27739.82
34661.18

4to 10856.83
5to 16771.50

51243.11

27732.18

30272.36

55354.00

Tabla 1. Promedio de titulos de Abs, obtenido para cada grupo experimental durante los seis
sangrados correspondientes al esquema de inmunizaciéon que se siguié durante este proyecto
experimental. Los datos dentro de las casillas amarillas indican a partir de que sangrado los promedios
de titulos de Abs, ya no son significativamente diferentes entre si. Los datos dentro de las casillas rojas,
indican el valor maximo del promedio de titulo de Ab’s de cada uno de los grupos experimentales.

Titulos Promedio de la Vacuna M-TT:

Formulacion Formulada Congelada.
100,000,

80,000

60,000

40,000 * * * *

Titulos de Anticuerpos

20,000

1er. 2do 3er. 4to. 5to. 6to.
Numero de Sangrado

Figura 7. Valores promedio de los titulos de Abs obtenidos desde el primer al sexto sangrado para
los sujetos experimentales del Grupo 01 Las barras con asterisco (*) representan los valores promedio
de titulo de Abs que no son significativamente diferentes entre si, como se observa, en este grupo
experimental, a partir del cuarto tercer ya no hay diferencias significativas entre ellos, por lo que se infiere
que es a partir de este sangrado que la formulacion obtiene estabilidad inmunogénica.
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Titulos Promedio de la Vacuna M-TT:
Formulacion Liofilizada/Reconstituida (-20°C)

100,000
7]
o
2 80,000
S * % %
2
=
€ 60,000
<
(]
T
» |
3 40,000
S
=
= 20,000 |
1er. 2do 3er. 4to. 5to. 6to.

Numero de Sangrado

Figura 8. Valores promedio de los titulos de Abs obtenidos desde el primer al sexto sangrado para
los sujetos experimentales del Grupo 02 Las barras con asterisco (*) representan los valores promedio
de titulo de Abs que no son significativamente diferentes entre si, como se observa, en este grupo
experimental, a partir del cuarto sangrado ya no hay diferencias significativas entre ellos, por lo que se
infiere que es a partir de este sangrado que la formulacion obtiene estabilidad inmunogénica.

Titulos Promedio de la Vacuna M-TT:
Formulaciéon Formulada+Timerosal

100,000
80,000
60,000

40,000

Titulos de Anticuerpos
*
*
*

20,000

1er. 2do 3er. 4to. 5to. 6to.
Nidmero de Sangrado

Figura 9. Valores promedio de los titulos de Abs obtenidos desde el primer al sexto sangrado para
los sujetos experimentales del Grupo 03 Las barras con asterisco (*) representan los valores promedio
de titulo de Abs que no son significativamente diferentes entre si, como se observa, del mismo modo que
para el grupo experimental anterior, a partir del cuarto sangrado ya no hay diferencias significativas entre
ellos, infiriendo con esto que a partir de este sangrado la formulacién obtiene estabilidad inmunogénica.
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Titulos Promedio de la Vacuna M-TT:
Formulacion Formulada Liofilizada.
100,000,

80,000

60,000+

40,000

Titulos de Anticuerpos
*
*
*
*

20,000 ]

1er. 2do 3er. 4to. 5to. 6to.
Numero de Sangrado

Figura 10. Valores promedio de los titulos de Abs obtenidos desde el primer al sexto sangrado
para los sujetos experimentales del grupo 04 Las barras con asterisco (*) representan los valores
promedio de titulo de Abs que no son significativamente diferentes entre si, como se observa en este
grupo experimental, a partir del tercer sangrado ya no hay diferencias significativas entre ellos, por lo que
se infiere que es a partir de este sangrado que la formulacion obtiene estabilidad inmunogénica.

Valores Maximos de Titulo de Anticuerpo Generados por
Cada Formulacién de Vacuna M-TT.

100,000
[72]
o
2 80,000 *
[}
=
2
-
€ 60,000
<
[+}]
T
¥ 40,000
2 s
=
N
l_ - .
Liofilizada/Reconstituida. Formulada Liofilizada.
Formulada+Timerosal. Formulada Congelada.

Grupos Experimentales.

Figura 11. Graficos de barras que expresa los valores maximos de titulo de Abs generados por
cada formulado de la vacuna M-TT (Lote: L=19Feb10) El valor promedio de titulo de Abs que posee un
asterisco (*) representa el valor promedio que es significativamente diferente de los demas, esto es, que
la formulacién correspondiente al Grupo 02, posee el valor promedio de titulos de Abs mas alto de todas
las formulaciones de vacuna M-TT estudiadas.
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Figura 12. Porcentaje de cambio de promedios de titulos de Abs. para cada formulacién, con
respecto al promedio de titulos de Abs. obtenido durante el primer sangrado, mismo que se tomo
como referencia del estado basal para realizar dichas comparaciones. Por medio de este grafico se
demuestra en porcentaje el aumento en el titulo de Abs. obtenido por cada formulado de la vacuna de M-
TT durante los seis sangrados del esquema de inmunizacidén, demostrando asi que el formulado
correspondiente al grupo experimental 02 (Liofilizado/Reconstituido) es el que posee un mayor aumento
en el titulo de Abs. con respecto a las demas formulaciones.

» Discusion de los resultados obtenidos.

De las pruebas estadisticas realizadas al conjunto de resultados obtenidos, se
dedujo que la formulacion de la vacuna M-TT correspondiente al grupo
experimental 03 fue la que demostré cumplir mas eficientemente con los
criterios de estabilidad inmunogénica y velocidad para alcanzar el maximo titulo
de Abs. Ciertamente, el valor maximo del promedio de titulos de Abs para esta
formulacion fue menor en comparacion con los valores obtenidos para los

grupos 02 y 04 correspondientemente.

Autores como HogenEsch y Gupta han estudiado las caracteristicas
fisicoquimicas que poseen los adyuvantes derivados del hidroxido de aluminio
y han reportado que cuando este adyuvante es almacenado a temperatura
ambiente, propiedades como el pH, la capacidad de adsorcion de la proteina
BSA y la amplitud de la altura media de la banda de difraccion de los rayos X,

disminuyen considerablemente después de un lapso de tiempo minimo de 15
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meses, lo cual se relaciona directamente con el grado de estabilidad de este

adyuvante.™

En base a lo anterior, se infiere que cuando la formulacion de la vacuna M-TT
correspondiente al grupo 03, se administré a los sujetos de experimentacion,
poseia cierto grado de estabilidad fisicoquimica, lo cual se vio reflejado en su
grado de estabilidad inmunogénica y la rapidez para alcanzar el valor maximo
de titulos de Abs. Por otro lado, debido a que en ninguna formulacién se
agregaron excipientes que actuaran como agentes estabilizantes del adyuvante
o de la misma vacuna de M-TT, como por ejemplo sorbitol, trealosa, sacarosa,
dextran o manitol ", es probable que las particulas del gel de hidréxido de
aluminio o la estructura molecular de la vacuna de M-TT, a pesar de haberse
resguardado a 4°C, al cabo de determinado tiempo de almacenaje presentaran
cierto grado de degradacion quimica, lo que se reflejé finalmente en una
disminucién del titulo maximo de Abs en comparacién con las otras

formulaciones de los grupos 02 y 04.

Otro resultado a destacar dentro de esta discusion, es el que indica que los
valores maximos del promedio de titulos de Abs, para las tres formulaciones
utilizadas en el presente estudio fue considerablemente mayor que el reportado
para el grupo de estudio 01 o control. Teniendo en cuenta que la principal
diferencia entre este grupo control y las tres formulaciones estudiadas, es el
tiempo de interaccion antigeno-adyuvante a los que se sometid cada
formulacion, se dice que la formulacion correspondiente al grupo 01 estuvo en
interaccion con el adyuvante por un tiempo aproximado de 5 minutos antes de
ser administrado en los sujetos experimentales, en comparacion con las demas
formulaciones, las cuales estuvieron toda la noche en agitacion antes de ser
alicuotadas y almacenadas para su posterior administracién (en el caso de los
formulados para los grupos 03 y 04), permitiendo asi una 6ptima interaccién
antigeno-adyuvante; con respecto a la formulacién correspondiente al grupo 02
en donde se descongeld la fraccion de la vacuna M-TT, para ser debidamente
formulada, también se dejo en agitacion una noche antes de ser administrada,
con el fin de permitir de igual manera que en los otros formulados, la

interaccion 6ptima del adyuvante con la molécula de la vacuna M-TT.
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R.K Gupta y otros autores', han indicado que uno de los principales
mecanismos por los cuales los adyuvantes derivados del hidroxido de aluminio
ejercen su fuerza como agentes inmunogénicos y asi ayudar a estimular de
forma favorable la respuesta inmune, es precisamente la adsorcién del
antigeno a las moléculas preformadas de gel de hidroxido de aluminio. Estos
autores han reportado anteriormente que, la adsorcién del antigeno a las
moléculas del hidroxido de aluminio dependen mayormente de las fuerzas
electrostaticas entre el adyuvante y el antigeno, otras interacciones como las
fuerzas de van der Waals y puentes de hidrogeno también contribuyen a la
adsorcién del antigeno a las moléculas del adyuvante. El pH de la solucion, la
temperatura, el tamafo de la particula del gel y la fuerza i6nica de la mezcla de
reaccidn, son otros factores fisicos que afectan la adsorcion de los antigenos.
No obstante, también se ha demostrado que la adsorcion de los toxoides
tetanico y diftérico a los geles de hidréxido de aluminio, no se ve afectada a las

condiciones de pH y exceso de iones fosfato.

La temperatura de adsorcion se ha considerado importante para completar el
proceso de adsorcion del antigeno a las moléculas del adyuvante,
demostrandose que la mayoria de la adsorcién del toxoide tetanico (del 80-

90%) ocurre en pocos minutos dentro de un rango de 4-45°C.

También se ha demostrado que el hidréxido de aluminio es capaz de
adsorber cantidades considerables de toxoide tetanico (aproximadamente
820ug / mg de gel) a pH 6, por lo tanto el hidroxido de aluminio tiene una alta
capacidad para adsorber antigenos como el toxoide tetanico y diftérico en
particular, principalmente por el hecho de que a pH 6 o neutro el hidroxido de
aluminio tiene carga positiva, mientras que los toxoides tetanico y diftérico
estan cargados negativamente bajo estas condiciones de pH. También la
naturaleza amorfa de las particulas de los geles de hidroxido de aluminio,
contribuye a que posean un valor elevado de area superficial y por ende una
mayor capacidad de adsorcion, principalmente por proteinas que se encuentren

cargadas negativamente a condiciones de pH fisioldgicas. '

Debido a lo anterior, se estima que el tiempo en que se deja interactuar el

antigeno (que en nuestro caso fue la vacuna de M-TT) con los adyuvantes
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derivados del gel de hidréxido de aluminio, es vital y de suma importancia para
favorecer el proceso de adsorcion, y por lo tanto es muy probable que el
incremento en los niveles de titulo de anticuerpo generados por las
formulaciones de la vacuna M-TT, fueron considerablemente mas elevados que
los que se generaron a partir del grupo 01 o control, que fue el grupo en donde

hubo menor tiempo de interaccién de la vacuna M-TT con el adyuvante.

Por otro lado, el proceso de liofilizacion puede hacer que las interacciones
entre las moléculas del antigeno y el adyuvante se incrementen al haber un
mayor contacto entre estos, no obstante Lena Wolff y sus colaboradores se
enfocaron en desarrollar una investigacion donde se demostrara lo que ocurre
con muestras liofilizadas de adyuvantes derivados de hidroxido de aluminio, y
determinaron que el proceso de liofilizacién para vacunas que son adsorbidas
en geles de aluminio, puede resultar perjudicial en términos de disminucion de
potencia inmunogénica del adyuvante, ocasionando con ello la agregacion,
precipitacion y formacion de aglomerados, floculos u otras particulas de
agregacion que incrementan el grado de agregacion y por ende el tamano de
las particulas del gel de hidroxido de aluminio. Debido a esto, dichos autores
proponen la adicion de ciertos excipientes capaces de estabilizar a las
moléculas de hidroxido de aluminio durante el proceso de liofilizaciéon y con ello
evitar la formulacion de aglomerados y sedimentacion de estas particulas,
siendo la trealosa a una concentracién del 15 al 20% p/V, dextran, sacarosa y
sorbitol los mejores candidatos para la proteccion de las moléculas del gel de
hidroxido de aluminio mientras es expuesto al proceso de liofilizacion.' Desde
el punto de vista inmunoldgico, se sabe que el diametro promedio de los
macréfagos es de aproximadamente 10 um' y que el didametro promedio de las
particulas de hidréxido de aluminio sin ser liofilizadas es de aproximadamente
3.7-8 ym™, y una vez liofilizado las particulas del gel de hidréxido de aluminio
pueden incrementar su tamano notablemente (de 11-125 ym) lo que podria
ocasionar dificultades para la presentacion y activacion de las células
especializadas en presentar antigenos (APCs), debido a la incapacidad de

fagocitar moléculas de diametros mayores a las que poseen ellas mismas.'?

Debido a lo anterior, no es de extrafiar que nuestra formulacién del grupo

experimental 04 que fue expuesta a un proceso de liofilizacion sin adicion de
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ningun excipiente que estabilizara a las moléculas del adyuvante durante este
proceso, obtuviera el valor maximo de titulos de Abs tardiamente (hasta el
sexto sangrado), en comparacion con la formulacion del grupo 03 que lo
alcanza al cuarto sangrado, no obstante el valor del titulo maximo de Abs, fue
mayor para este formulado que fue expuesto a un proceso de liofilizacion que
para el formulado del grupo experimental 03 o el grupo control, lo que indica
que pese a las condiciones de liofilizacion y la carencia de excipientes
estabilizantes, el formulado correspondiente al grupo experimental 04 resulté
también ser capaz de levantar una respuesta inmunolégica lo suficientemente

robusta como para hacer detectables niveles considerables de titulo de Abs.

Finalmente, con los métodos ensayados se pudo determinar la potencia
inmunogénica de cada uno de los formulados que se estudiaron para la vacuna
de M-TT, demostrandose con ello que dichos formulados son capaces de
levantar por si mismos respuestas inmunogénicas los suficientemente robustas
como para ser monitoreadas por inmunoensayos de rutina como lo es el
ELISA, asi mismo quedaron determinados los factores que intervinieron en el
comportamiento inmunogénico de cada uno de nuestros formulados y con ello
se estableci6 un formulado Optimo, que estadisticamente cumplid
eficientemente con cada uno de los criterios de estabilidad inmunogénica y

velocidad de produccion de titulos maximos de anticuerpos.

68



ENSAYOS PARA LA DETERMINACION DE LA POTENCIA INMUNOGENICA DE TRES DISTINTOS FORMULADOS DE
LA VACUNA M-TT.

VII. CONCLUSIONES Y PROPUESTAS A FUTURO.

Anteriormente se demostré que la vacuna M-TT es capaz de levantar una
respuesta inmunolégica lo suficientemente robusta, como para hacer
cuantificable el titulo de Abs anti-morfina generados por dicha vacuna en

grupos experimentales de ratones BALB-C hembras de 6 semanas de edad.

Durante el desarrollo de este proyecto experimental, se cuantificd y monitore6
la respuesta inmunoldogica que generan tres distintos formulados para la
vacuna de M-TT con el fin de determinar cual de estos formulados es el éptimo
para poder iniciar con la produccion piloto de una presentacion farmacéutica
que convierta a la vacuna M-TT en una vacuna util y de uso sencillo durante las

pruebas de fase preclinicas a las cuales sera sometida posteriormente.

Se determind que de los tres formulados puestos a estudio durante este
proyecto, el formulado correspondiente a la presentacion de la vacuna M-TT en
forma de suspensién mas adicién de timerosal como agente preservativo, fue el
que cumplido mas eficientemente con los criterios establecidos para determinar
el mejor formulado para dicha vacuna. No obstante, los tres formulados
puestos a estudio demostraron ser mas inmunogénicos que el mismo
formulado control, esto debido probablemente a que cada uno de los
formulados fue expuesto durante una cantidad considerable de tiempo a las
moléculas del adyuvante, lo que favoreci6 O6ptimamente el proceso de
adsorcién antigeno-adyuvante. Con lo que también queda demostrado que
para que un adyuvante actue eficazmente es necesario favorecer el proceso de

adsorcion con su debido antigeno.

En relacion al uso de timerosal como agente preservativo, se concluye que la
dosis a la cual fue usado y que se propuso conforme a lo permitido para
formulaciones farmacéuticas de vacunas en donde se usa comunmente dicha
sustancia, fue una dosis que hasta el momento no ha provocado ninguna
alteracion o dafio aparente en los sujetos en donde fue estudiada dicha
formulacion, por lo que podemos concluir que la cantidad utilizada durante este
proyecto experimental fue inocua y cumplié con el objetivo de preservar y

mantener a la formulacion de vacuna M-TT en condiciones favorables de uso.
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No obstante, se propone estudiar de manera formal y detallada las
implicaciones de tipo toxicolégico que implica usar un derivado mercurico como
lo es el timerosal en este tipo de formulaciones, con el fin de descartar
cualquier intervencion o reaccion adversa a la vacuna por el posible uso de

este agente preservativo.

Debido a las facilidades y ventajas que presenta el proceso de liofilizacion
para el transporte, envasado y uso de una vacuna como la que se estudio, el
formulado correspondiente al grupo 04 se tenia como uno de los favoritos a
elegirse como formulacién Optima, sin embargo se determiné que este
formulado presento ciertas desventajas en comparacion con los formulados 02
y 03 correspondientemente, y por ende no se eligié como la formulacién 6ptima
durante este ensayo. Por lo cual, se propone realizar estudios posteriores
donde se estudien las potencias inmunogénicas de nuevos formulados que
contengan excipientes que estabilicen a la molécula del adyuvante mientras
esta es sometida al proceso de liofilizacién, y con ello se optimicen las

condiciones dadas para tal fin.

Se propone también realizar estudios posteriores donde se demuestre la
estabilidad de la vacuna de M-TT cuando es almacenada por largos periodos
de tiempo en forma de suspension a 4°C, donde se estudie con distintos
agentes estabilizantes que puedan favorecer una mejor respuesta
inmunoldgica que la que se presento en este trabajo experimental. Por lo que
queda abierta la posibilidad de continuar sobre esta linea de investigacion, con
el fin de determinar las condiciones y excipientes necesarios que conviertan a
la vacuna M-TT en un formulado éptimo para su posterior uso y estudio en
pruebas de nivel preclinicas y clinicas, favoreciendo ante todo el levantamiento
de respuestas inmunologicas robustas en los organismos donde se administre,

de forma segura y confiable.

Finalmente, una vez mas queda demostrado que la vacuna M-TT es una vacuna
confiable en el sentido que puede generar respuestas inmunolégicas en los
organismos en donde se ha administrado hasta el momento y del mismo modo, es una
sustancia que puede tener alto impacto en la salud publica una vez que se haya
aprobado para ser estudiada en pacientes adictos bajo tratamientos de

desintoxicacion.
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